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RESUMO

O processo de fixagdo biolégica do nitrogénio permite que este composto, inacessivel na
sua forma molecular (N;), possa ser incorporado pelos vegetais e por outros organismos que
destas plantas se alimentarem. Esse processo ¢ realizado por microrganismos especializados
chamados diazotroficos. Fazendo parte desse grupo estdo as bactérias do género Azospirillum.
Para realizar a transformacdo do N; em formas quimicamente reativas (por exemplo, aménia),
esses microrganismos utilizam o sistema enzimatico da nitrogenase. Este sistema ¢ bastante
complexo e depende da ativagdo coordenada de diversos genes, entre eles os genes fixABCX. Em
A. brasilense, estes 4 genes formam um tnico operon e sdo transcritos conjuntamente. A regiao
promotora desse operon possui elementos que estdo presentes em todos os genes que participam
do processo de fixacdo biologica do nitrogénio, destacando-se: 3 seqiiéncias chamadas UAS
(upstream activator sequence) que servem para ancoragem da proteina ativadora NifA, um sitio
de ligagdo para a proteina IHF (integration host factor) e um elemento promotor nas posi¢des —
24 (GG) e -12 (GCO), local de ligagdo da RNA polimerase complexada com o fator sigma
alternativo (¢”"). Além destas seqiiéncias, ha um possivel elemento promotor na posi¢do -35/-10,
que pode ser reconhecido pelo fator o’ de Escherichia coli. Para verificar a atividade da regido
reguladora do operon fixABCX, foi realizado, neste trabalho, a fusdo entre a regido promotora € o
gene-reporter /acZ. Para tanto, a regido promotora (contendo alteragdes nucleotidicas no sitio de
reconhecimento para o fator o' de E. coli) foi isolada pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), gerando um fragmento de 273 pares de bases, que foi clonado no vetor pMC1403,
gerando o recombinante pMCpfixmut. Para testar a necessidade da presenga da proteina NifA na
ativagdo da transcricdo, o plasmideo recombinante foi transformado em linhages de £. coli
MC1061 contendo ou ndo o plasmideo pCK3, que expressa constitutivamente a proteina NifA de
Klebsiella pneumoniae. Foi demonstrado que o promotor do operon fixABCX segue o sistema de
regulagdo encontrado em outros genes nif ou fix, ou seja, somente € ativo na presenga da proteina
NifA. Através da elevada homologia entre as proteinas FixABCX com flavoproteinas
transportadoras de elétrons eucaridticas e procarioticas, também foi possivel sugerir que estes
quatro genes desempenhem uma fungdo relacionada ao transporte de elétrons para o processo de

fixagdo biolégica do nitrogénio.



1. INTRODUCAO

1.1 Fixacdo biolégica do nitrogénio

O nitrogénio € o quarto elemento mais abundante em organismos vivos. Constitui
menos de 0,1% da crosta terrestre, mas € o principal constituinte da atmosfera
(aproximadamente 80%), principalmente na sua forma molecular (N;). Apesar dessa
diferen¢a no contetido, a grande massa da crosta terrestre faz com que o niumero de atomos
de nitrogénio, abaixo da terra, seja aproximadamente 50 vezes maior quando comparado
com a atmosfera (BUCHANAN, 2000).

Sua distribuigdo é farta na matéria biologica, participando da constituigdo de
aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, hormdnios vegetais, bem como de muitas outras
moléculas que desempenham papéis fundamentais no metabolismo (figura 1). Esta ampla
distribui¢ao se deve a propriedade do nitrogénio de formar facilmente fortes ligagoes
covalentes por compartilhamento de um ou mais pares de elétrons, originando estruturas
estaveis e de grande variabilidade (LEHNINGER, 1976). Na verdade, estas caracteristicas
sdo atribuidas unicamente ao nitrogénio na forma reduzida, ja que o nitrogénio na forma
molecular ndo esta quimicamente disponivel, necessitando de alta quantidade de energia de
ativagdo para o rompimento da ligagdo tripla estavel entre os dois atomos da molécula.
Justamente este nitrogénio atmosférico ¢ a constante fonte do elemento para os sistemas
biolégicos. Ocorre, portanto, a necessidade de uma pré-elaboragdo do nitrogénio para torna-
lo quimicamente reativo, podendo, desta forma, ser incorporado e participar da formagao de
uma grande diversidade de estruturas biologicas. Um destes procedimentos denomina-se
fixacdo biologica do nitrogénio, que consiste na redugdo do nitrogénio molecular,
transformando-o em compostos quimicamente reativos como a aménia (NH3), por exemplo.
Este processo € realizado por microrganismos especialmente adaptados, tais como as
bactérias diazotroficas. A amodnia € incorporada ao metabolismo destas bactérias sob a
forma de glutamato e glutamina, que irdo doar este nitrogénio reduzido a todas as rotas

biossintéticas de compostos que contenham nitrogénio (STRYER, 1992).
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Figura 1: Compostos nitrogenados de importancia biologica (retirado de
BUCHANAN, 2000).

As bactérias diazotréficas encontram-se em vida livre no solo ou em associacio
com raizes de plantas, formando, por exemplo, os nodulos radiculares (figura 2). O vegetal
pode se beneficiar indiretamente desta fonte de nitrogénio fixado, seja na forma simbidtica
ou obtida do solo, incorporando este nitrogénio ao seu metabolismo. Como parte da cadeia
alimentar, as plantas repassardio os compostos nitrogenados para outros microrganismos ou

animais que dela se alimentardo. Assim, todos os seres vivos obtém o seu nitrogénio a



partir da redugdo deste composto, efetivada pelas bactérias diazotroficas (ATLAS &
BARTHA, 1981).

Figura 2: Nédulos radiculares em uma leguminosa (retirado de BUCHANAN,

2000), onde ocorre a fixacdo biolégica do nitrogénio.

Em contraste com estes processos naturais, existe a produgdo industrial de
fertilizantes nitrogenados, onde o nitrogénio molecular ¢ convertido em aménia pelo
processo de Haber-Bosch com emprego de temperaturas de 300-500°C e altos niveis de
pressdo (entre 200 ¢ 600 atm), com grandes gastos de energia (KIM & REES, 1994).
Assim, atualmente, o interesse no estudo genético da fixagdo do nitrogénio assume grande
importancia, em fungdo da possibilidade de utilizagdo de bactérias diazotroficas em
substituigdo aos fertilizantes usuais, possibilitando diminuigdo de custos, incremento na
produgdo agricola e elaboragdo de alternativas pafa suprir a demanda cada vez mais
crescente de alimentos no mundo (PEDROSA, 1987).



1.2 Azospirillum brasilense Sp7

As bactérias do género Azospirillum pertencem ao grupo de bactérias gram-
negativas, com a forma de bastonete e usualmente flageladas. Seu metabolismo € aerobico,
embora a fixagdo do nitrogénio ocorra em ambiente microaerdbico. S3o conhecidas por
fixar nitrogénio tanto em vida livre no solo como em associagdo com raizes de diversas
gramineas, incluindo culturas economicamente importantes como milho, arroz e trigo
(TARRAND et al., 1978). Apresentam um metabolismo de C e N muito versatil, tornando-
as muito bem adaptadas ao competitivo ambiente da rizosfera. Amdnia, nitrato, nitrito,
aminoacidos e nitrogénio molecular podem servir como fontes de nitrogénio
(HARTMANN & ZIMMER, 1994). Azospirillum brasilense pode utilizar como fonte de
carbono o malato, piruvato e succinato, além de ter preferéncia por frutose em detrimento
de glicose (TARRAND et al., 1978; DOBEREINER et al., 1992). Em condigdes
desfavoraveis, como disseca¢do e limitagdo de nutrientes, as bactérias do género

zospirillum podem se converter em forma de cisto (LAMM & NEYRA, 1981;
SADASIVAN & MEYRA, 1985; SADASIVAN & NEYRA, 1987). Esta mudanga
morfolégica ¢ acompanhada pelo desenvolvimento de uma vesicula externa de
polissacarideos e pela acumulagdo de granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB), que podem
servir como fonte de C e energia sob condigdes de estresse (TAL & OKON, 1985; TAL et
al., 1990).

Apesar da quantidade consideravel de dados experimentais existentes relativos a A.
brasilense, como seus efeitos sobre o desenvolvimento vegetal, 0 modo exato de agdo pelo
qual Azospirillum estimula o crescimento das plantas as quais se associa ainda ndo ¢
totalmente compreendido (GLICK, 1995; VANDE BROEK & VANDERLEYDEN, 1995).
O crescimento observado nas plantas apés a inoculagdo foi demonstrado a campo
(BALDANI er al., 1987) e em experimentos em casas de vegetagdo (GASKINS et al,,
1977). Este efeito estimulatorio vém sendo atribuido’a diversos mecanismos, incluindo a
fixagdo biologica do nitrogénio (VON BULOW & DOBEREINER, 1975; SMITH et al.,
1976) e a produgdo de auxina (TIEN et al., 1979). Entretanto, a contribui¢do da fixagdo
biologica do nitrogénio € freqiientemente questionada (PATRIQUIN et al, 1983;
BODDEY et al., 1986; BARBIERI e al., 1986; BASHAN et al., 1989; FAGES, 1994),



sendo um dos motivos a excre¢do de pequenas quantidades de aménia durante o processo
de fixagdo. Portanto, outros fatores, como a produgdo de substancias que promovem o
crescimento vegetal (UMALI-GARCIA et al., 1980) e aumento na taxa de absor¢do de
minerais pelas raizes (LIN er al, 1983) vém sendo considerados para explicar o
crescimento vegetal e poderiam ser até mais importantes na estabilizagdo da resposta. Apos
a inoculagdo com Azospirillum, é verificado um aumento no nimero de raizes laterais e de
pélos radiculares, aumentando a superficie de contato com o solo e permitindo uma maior
captagdo de nutrientes e agua (SARIG er al., 1988). Diferentemente da simbiose rizobio-
legume, a associagdo de Azospirillum com raizes de plantas ndo resulta na formagdo de uma
estrutura de facil detecgdo (nodulos radiculares — figura 2). Sitios precisos de associagdo
com a raiz ndo sdo visiveis e o isolamento e analise de mutantes permanece dificil
(VANDE BROEK et al., 1993). Dessa forma, os mecanismos de interagdo e estimulagio do
crescimento vegetal por Azospirillum ainda sdo pouco entendidos.

O género Azospirillum tem uma distribuigdo bastante ampla na superficie da terra,
atingindo, principalmente, solos de clima tropical e temperado (PATRIQUIN et al., 1983).

Além da espécie A. brasilense (para recente revisdo ver STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000), o género Azospirillum compreende também outras espécies,
tais como: A. lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferens e A. irakense (TARRAND et
al., 1978; MAGALHAES et al., 1983; REINHOLD er al., 1987; KHAMMAS et al., 1989;
FANI et al., 1995).

1.3 Bioquimica da fixa¢do do nitrogénio

O processo de fixagdo biologica do nitrogénio € realizado por organismos
procarioticos através do complexo enzimatico chamado nitrogenase. Este complexo é
formado por duas enzimas, a dinitrogenase e a dinitrogenase redutase (figura 3). A
dinitrogenase € um heterotetrdmero de 240 KDa capaz de se ligar ao N,, realizando sua
fixagdo durante a redugdo. A dinitrogenase redutase, um homodimero de 64 KDa, abastece
a dinitrogenase com elétrons provenientes de outras rotas metabolicas. A dinitrogenase,

também chamada de FeMo-proteina, possui dois cofatores ancorados: o “P cluster” (FegS7)



e um cofator-FeMo (Fe,S¢Mo:homocitrato). A dinitrogenase redutase, também chamada de
Fe-proteina, possui um centro Fe;S; (MORTENSON, 1979; PASSAGLIA et al., 1991;
BUCHANAN, 2000; POTRICH et al., 2001).

» Fe protein

= AMaoke
| FHCGTEeEn

Figura 3: Estrutura tridimensional dos componentes menor (Fe-proteina) e

maior (FeMo-proteina) da nitrogenase (retirado de BUCHANAN, 2000).

O processo de catalise realizado pela nitrogenase inicia com o aporte de elétrons
oriundos de agentes, tais como ferrodoxinas ou flavodoxinas, que irdo reduzir o
componente Fe-proteina no seu centro FesSs. Os elétrons sdo, entdo, repassados para o
centro P do componente FeMo-proteina, que os transfere para o FeMo-cofator, onde ocorre
a redugdo do nitrogénio (DEAN et al., 1993; HOWARD & REES, 1994; PETERS et al.,
1995). Para cada molécula de nitrogénio reduzida €é necessario o aporte de 8 elétrons e a

hidrélise de 16 moléculas de ATP (figura 4).

N, + 8¢ + 8H' + 16ATP >—>—>—>—> 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi

Figura 4: Estequiometria da reacio de fixacdo do nitrogénio.



1.4 Genética da fixacio do nitrogénio

A bactéria diazotrofica Klebsiella pneumoniae possui a organizagdo genética da
fixagdo do nitrogénio melhor estudada até o momento. Os genes de fixagdo encontram-se
agrupados em uma regido cromossomica abrangendo 24.206 pares de bases (ARNOLD et
al., 1988), onde estao dispostos 20 genes, denominados nif, organizados em 8 operons: nif/,
nifHDKTY, nifENX, nifUSVWZ, nifM, nifF, nifLA e nifBO, conforme mostrado na figura 5.

Figura 5: Regido gendmica de Kiebsiella pneumoniae contendo seqiiéncias

envolvidas na fixacdo do nitrogénio e sua fungdo no processo.

Dentre estes, destacam-se os genes nifHDK, responsaveis pela codificagdo do
complexo nitrogenase, sendo que o gene nifH codifica o componente menor (Fe-proteina),
e os genes nifD e nifK codificam as sub-unidades o ¢ B do componente maior (FeMo-
proteina), conforme esquematizado nas figuras 5 e 6, a qual também apresenta as reagdes
de transferéncia de elétrons e hidrolise de ATP que ocorrem durante a conversdo do N; a

amonia.
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Figura 6: Genes que codificam as sub-unidades do complexo enzimatico da

Nitrogenase (retirado de BUCHANAN, 2000) e as reagoes bioquimicas envolvidas.

Os genes estruturais da nitrogenase, nifHDK, foram isolados e caracterizados em
diversos géneros bacterianos, como, por exemplo, Rhizobium meliloti (BANFALVI et al.,
1981), Bradyrhizobium japonicum (THONY & HENNECKE, 1984), Azotobacter
chroococcum (JONES et al., 1984), Rhodobacter capsulatus (AHOMBO et al., 1986) ¢
Azospirillum brasilense (QUIVIGER et al., 1982; SCHRANK ef al., 1987). Em K.
pneumoniae fol demonstrado que os produtos dos genes estruturais da nitrogenase ndo sdo
inicialmente ativos, necessitando o seu processamento por um conjunto de outros produtos
de genes nif. :

Os produtos dos genes nifB, nifE, nifN, nifH, rifQ e nifV’ desempenham a fungdo de

sintese do FeMo-cofator, centro ativo da redugio do nitrogénio na nitrogenase, sendo os 4

primeiros absolutamente essenciais (PAUL & MERRICK, 1989). O gene nifl’ codifica uma

homocitrato sintase, ao passo que o produto do gene nifQ esta envolvido na mobilizagdo do

ferro, molibdénio e enxofre durante a montagem do grupo FeMo-cofator (DEAN ef al.,

11



1993). A inser¢do deste cofator depende da estabilizagdo da dinitrogenase, conferida pelo
~ produto do gene nifY (HOMER er al., 1993), existindo, ainda, a necessidade de outros
genes que estdo relacionados com a FeMo-proteina, como nifW, nifZ e nifl (PAUL &
MERRICK, 1989). Em K. pneumoniae, o produto do gene nifM esta diretamente implicado
na ativagdo e estabilizagdo da Fe-proteina (HOWARD et al., 1986), podendo os
polipeptideos NifU e NifS agirem também neste mesmo componente, como foi verificado
em Azotobacter vinelandii (JACOBSON et al., 1989b). A manutengdo da atividade da
enzima ¢ conferida pelos produtos dos genes nif/, uma flavodoxina, e nifF, uma piruvato-
flavodoxina oxiredutase. Tais proteinas tém fungdo de transferéncia de elétrons para a
nitrogenase, conferindo a enzima potencial redutor para sua catalise (DIXON, 1984
GUSSIN et al., 1986).

O operon nifLA contém 2 genes cujos produtos regulam a expressdo coordenada de
todos os demais genes nif (DIXON er al, 1980). A proteina NifA é responsavel pela
ativagdo dos demais genes nif, enquanto que o polipeptideo NifL reprime todo o processo
por ligar-se a proteina NifA, impedindo que esta exerga sua fungdo estimulatoria (HILL er
al., 1981). O produto do gene nifX também tem agdo reguladora, pois, em condigdes de alta
concentragdo de amdnia e oxigénio no meio, tende a reprimur a expressdo dos demais genes
(GOSINK et al., 1990).

A organizagdo dos genes envolvidos no processo de fixa¢do do nitrogénio em K.
pneumoniae em agrupamentos de operons nif, consiste de um modelo estrutural que
apresenta muitas similaridades em outros géneros diazotroficos, tais como: Rhizobium
(AGUILAR et al, 1987), Bradyrhizobium (EBELING et al, 1987), Azotobacter
(JACOBSON et al., 1989a), Rhodobacter (HASELKORN et al., 1986) e Anabaena
(HASELKORN et al., 1987).

1.5 Estrutura dos genes envolvidos no processo de fixacdo do nitrogénio em
Azospirillum brasilense Sp7

Com o objetivo de correlacionar a estrutura da organizagdo dos genes envolvidos no

processo de fixagdo do nitrogénio de A4. brasilense Sp7 com aquela de Klebsiella



pneumoniae, foram realizados experimentos de hibridizagdo heterologa com sondas
contendo os genes nifHDK de K. pneumoniae ¢ o DNA total de A. brasilense Sp7
(QUIVIGER et al., 1982; SCHRANK et al., 1987). Verificou-se que os genes estruturais da
nitrogenase situavam-se em um segmento £coRI de 6,5 Kb. O seqiienciamento desta regido
revelou a disposi¢do dos genes estruturais da nitrogenase em um Unico operon
nifHDKORF1Y, semelhante ao operon nifHDKTY encontrado em K. pneumoniae, diferindo
somente na ORFI, cuja seqiiéncia de nucleotideos ndo apresentou homologia com a
seqiiéncia do gene nifT desta Gltima bactéria (PASSAGLIA et al., 1991).

Apos a localizagdo deste operon, os esforgos se voltaram as regides adjacentes.
Assim, através de técnicas de hibridizagdo heterdloga e mutagénese sitio-direcionada,
foram sendo localizados e caracterizados os demais genes nif que compdem 0 agrupamento
de fixagdo do nitrogénio em A. brasilense Sp7. O gene nifE foi localizado em uma regido
posicionada a 4 Kb distante do gene nifK (GALIMAND et al., 1989), sendo, mais tarde,
associado a outros genes transcritos em um unico operon rifENXORF3ORF3fdxAnifO
(POTRICH, 1997; POTRICH et al., 2001). Em outra regido, a 9 Kb de distancia de nifK,
foram localizados os genes homologos aos genes nifUUS (GALIMAND et al., 1989), sendo
este operon, posteriormente, seqiienciado e estruturado em uma unidade de transcrigdo
composta pelos genes ORF2nifUSVORF+4 (FRAZZON, 1996; FRAZZON & SCHRANK,
1998). A jusante deste operon encontram-se o gene nifW, seqiienciado por MILLCAMPS et
al., 1993, e o operon fixABCX, a uma distancia de aproximadamente 12 Kb do gene nifK
(GALIMAND et al., 1989; GROSS, 1999). O agrupamento de fixag¢do do nitrogénio de A.
brasilense ¢ completado pelos genes dralG, localizados a montante do operon
nifHDKORF1Y. Estes genes participam de processos de regulagdo posteriores a tradugdo da
nitrogenase (FU et al., 1989).

Além destes genes, muitos outros estdo implicados direta ou indiretamente na
fixagdo do nitrogénio, ndo estando, porém, localizados no agrupamento principal dos genes
ligados ao processo de fixagdo do nitrogénio em A. brasilense Sp7. Dentre estes se destaca
o gene regulador nif4, que € cotranscrito com nifB em um unico operon (LIANG et al.,
1991). A figura 7 mostra a regido de cerca de 30 Kb correspondente ao agrupamento

principal de fixagdo do nitrogénio em A. brasilense Sp7.
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Figura 7: Regido genomica de Azospirillum brasilense contendo seqiiéncias

envolvidas no processo de fixa¢io do nitrogénio.

1.6 Regulac¢ao da fixacdo do nitrogénio

A analise dos processos de regulagdo da fixagdo biologica do nitrogénio também
utilizou como modelo a bactéria Klebsiella pneumoniae. Existem varios niveis de
regulagdo, sendo o mais amplo, também chamado de controle global do nitrogénio,
exercido por 4 enzimas: uma uridiltransferase, codificada pelo gene g/nD; uma proteina
trimérica denominada PII, codificada pelo gene g/nB; uma proteina histidina quinase, NirB,
e uma proteina capaz de se ligar ao DNA, chamada NtrC. A fung¢io destes componentes é
monitorar a concentragdo intracelular do nitrogénio fixado. Quando existe deficiéncia de
nitrogénio, os sistemas de assimilagdo sdo impulsionados; quando ocorre superavit na
produgio de nitrogénio fixado, estes mecanismos sdo reprimidos.

A assimilagdo primaria do nitrogénio apresenta o seguinte mecanismo: a amonia,
formada na fixagdo do nitrogénio, é englobada ao metabolismo pela ag¢do seqiiencial das
enzimas: glutamato desidrogenase, que incorpora a amonia ao aceptor 2-cetoglutarato
(2KG); glutamina sintetase (GS), que converte o glutamato em glutamina, proporcionando
nova assimilagdo de amoénia; e glutamato sintase (GOGAT), que promove a aminagdo
redutiva do 2KG, formando novas moléculas de glutamato a partir da glutamina. O
glutamato e a glutamina servem, entdo, como carreadores de nitrogénio para todas as rotas
metabolicas que utilizam este elemento (formagdio de purinas, pirimidinas, porfirinas,
aminoacidos, proteinas, entre outras). Por ser o produto final da incorporagdo da aménia, a

glutamina, quando em alta concentragdo, serve como indice da quantidade de nitrogénio
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disponivel para o sistema. Por outro lado, a abundancia de 2KG reflete a deficiéncia de
nitrogénio fixado na célula.

O sistema de 4 enzimas do controle global, descrito anteriormente, esta relacionado
a percepgdo da quantidade de nitrogénio disponivel. A enzima que realmente detecta a
variagdo na relagdo de concentragdo Glutamina/2KG ¢ a uridiltransferase (UTase). Com
baixo nivel de nitrogé€nio e grande quantidade de ATP nas células, a UTase modifica
covalentemente PII pela adigdo de 3 moléculas de UMP, uma em cada sub-unidade. A
proteina PII-3UMP ndo interage com o componente NtrB que, livre, se auto-fosforila,
transferindo seu grupo fosforil (Pi) posteriormente para NtrC. NtrC-Pi tem a capacidade de
ligar-se ao DNA, ativando o sistema de genes responsaveis pela fixagdo do nitrogénio e
possibilitando a incorporagao deste componente até entdo em estado de escassez na célula.

Ao mesmo tempo em que a amdnia ¢ formada pelos produtos protéicos destes genes
recém ativados, PII-3UMP aciona uma adeniltransferase (ATase) que ira deadenilar a
glutamina sintetase tornando esta ativa, incorporando a aménia produzida pelo sistema de
fixagdo do nitrogénio recém estimulado por NtrC-Pi, que também exerce sua acdo
estimulatoria sobre outros operons envolvidos na formagdo de aminoacidos nitrogenados
como a histidina (hut), prolina (put), arginina (arg). Assim, todo este nitrogénio recém
fixado pode ser incorporado e distribuido sob a forma de glutamina para as rotas
biossintéticas que, agora, também vdo se encontrar disponiveis para a utilizagdo do
nitrogénio.

Em caso de alta concentragdo de nitrogénio fixado, quando ocorre abundancia de
glutamina, a UTase catalisa a remogdo das moléculas de UMP da proteina PII. Esta, na sua
forma deuridilada e esﬁmulada por 2KG, vai interagir com NtrB, promovendo a sua
atividade de fosfatase. NtrB catalisa a defosforilagdo de NtrC, fazendo com que este ultimo
componente ndo mais realize sua fungdo de ativar diferentes operons. PII deuridilada
também promove a adenilagio da glutamina sintetase tornando-a inativa para a
incorporagdo de mais amonia. Finalmente, através da agdo destas enzimas, todo o sistema
assimilatorio do nitrogénio € paralisado (GUSSIN et al., 1986; EDWARDS & MERRICK,
1995; MERRICK & EDWARDS, 1995).

Um segundo nivel de controle da expressdo dos genes responsaveis pela fixa¢do do

nitrogénio esta relacionado a transcrigdo destes. Em muitos operons, como, por exemplo, da



histidina (hut) e prolina (put), pertencentes ao processo de assimilagdo do nitrogénio, o
reconhecimento do promotor é realizado por um fator sigma alternativo, . codificado
pelo gene rpoN, que tem afinidade por seqiiéncias consenso -24(GG)/-12(GC). O mesmo
acontece com os operons relacionados a fixagdo do nitrogénio em K. pneumoniae, que
também possuem esta seqiiéncia consenso em suas regides reguladoras. Esta caracteristica
da uniformidade de transcrigdo aos operons do sistema global do nitrogénio, em relagédo a
variagdo nas concentragdes deste elemento na bactéria. Portanto, quando o nivel de amonia
na célula estd baixo, todos os genes de fixagdo e assimilagdo de nitrogénio vdo ser
reconhecidos pela sub-unidade o' da RNA polimerase que, na sua forma de holoenzima,
ira ativar concomitantemente estes genes (GUSSIN ef al., 1986).

A RNA-polimerase complexada com o’ ¢ incapaz de promover uma transerigdo
eficiente da maioria dos genes de fixagdo do mitrogénio. Existe a necessidade da
estimulagdo por uma proteina ativadora do sistema, codificada pelo gene nif4A. Quando o
nivel de nitrogénio fixado encontra-se baixo, uma cascata regulatéria envolvendo 4
enzimas, como foi explicado anteriormente, transmite um sinal de estimulo para que a
fixagdo do nitrogénio ocorra. NtrC, como altimo componente desta cascata, liga-se a uma
regido de DNA situada a montante do gene nif4, ativando a transcrigdo deste. O produto de
nif4 ancora-se a seqiiéncias consenso TGT-Njo-ACA, localizadas a 100 ou mais pares de
bases do inicio da transcrigdo, denominadas UAS’s (seqiiéncias ativadoras a montante, do
ingl€s upstream activator sequences), presentes em todos os operons nif de K. pneumoniae,
exceto o nifLA. A proteina NifA, quando ligada a seqiiéncia UAS, através de sua regido
carboxi-terminal, interage com a RNA-polimerase complexada com o fator o', através da
formagdo de uma alga mediada pelo Fator de Integragdo ao Hospedeiro, ou IHF (HOOVER
et al., 1990, SANTERO et al., 1992), conforme mostrado na figura 8. O complexo assim
formado permite a perfeita orientagdo da RNA-polimerase, possibilitando a transcrigao
eficiente dos genes. Este sistema de ativagdo pela proteina reguladora NifA permite a
expressdo coordenada dos operons relacionados a fixagdo do nitrogénio frente a uma
demanda requerida pela baixa concentragdo de aménia na célula. Este constitui um terceiro

nivel de controle da fixagdo do nitrogénio na bactéria (AUSUBEL, 1984; GUSSIN et al.,
1986).
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Figura 8: Ativacdo da transcricdo dos genes nif através de NifA.
EP= elemento promotor; UAS= upstream activator sequence; [HF=fator de

integragdo ao hospedeiro.

Outro aspecto em relagdo a fixagdo do nitrogénio € que esta somente ocorre em
baixas tensdes de oxigénio. O processo de fixagdo do nitrogénio ¢ um mecanismo
complexo de transferéncia de elétrons de um substrato biolégico para um aceptor, que € o
nitrogénio molecular. Este € um processo desfavoravel, tendo em vista que o nitrogénio
possui fraco poder oxidante. Logo, é necessaria toda uma maquinaria enzimaética,
alimentada com energia livre proveniente do ATP, para que isto ocorra. O oxigénio, um
excelente aceptor de elétrons, funciona como um competidor, inibindo o fluxo de elétrons
para o nitrogénio. A presenga de O, induz danos oxidativos irreversiveis aos centros
metalicos, tanto do complexo nitrogenase, como de transportadores de elétrons, além da
oxidagdo de dissulfetos fundamentais para a estruturagdo de proteinas do sistema. Portanto,
a fixagao do nitrogénio ¢ ajustada para funcionar em baixas tensdes de oxigénio (ROBSON
& POSTGATE, 1980; HILL, 1988). K. pneumoniae consegue tal regulagdo através da agao
da proteina NifL que, tanto na presenga de oxigénio, como em altas concentragdes de
nitrogénio fixado, inibe NifA por interagdo direta com esta proteina. O gene nifl é
cotranscrito com nif4, existindo, portanto, em concentragdes iguais a da proteina
reguladora, o que garante a desativagdo imediata do sistema, em caso de aumento nos
niveis de oxigénio (AUSTIN et al., 1990; BERGER et al., 1994).

Esta aversdo ao oxigénio contrasta com a necessidade de grandes suprimentos de
energia, que somente sdo garantidos através de um metabolismo respiratorio que demanda

quantidades de oxigénio adequadas para que este processo acontega. Assim, a fixagdo do
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nitrogénio tem de coexistir com a presenga do oxigénio dentro de niveis ideais para que
ocorra a formagdo de amdnia sem comprometimento do sistema (HILL, 1988; MYLONA
et al., 1995). Existem mecanismos especificos de prote¢do respiratoria para cada
organismo, garantindo o balango entre as baixas tensdes de oxigénio durante a fixagdo do

N; e o metabolismo aerdbico (HILL er al., 1990).

1.6.1 Regulacao da fixacdo do nitrogénio em Azospirillum brasilense Sp7

zospirillum brasilense Sp7 possui muitos aspectos em comum com 0S Mecanismos
de regulagdo da fixagdo do nitrogénio presentes em Klebsiella pneumoniae, assim como
algumas variagdes importantes.

No controle global, sabe-se que a integridade dos genes glnAd, que codifica a
glutamina sintetase, e g/nB, que codifica a PII, sdo importantes para a fixa¢do do
nitrogénio. Em mutantes g/nd, a expressio de nifd € significativamente reduzida
(BOZOUKILIAN & ELMERICH, 1986), enquanto que, em mutantes g/nB, a fixagdo do
nitrogénio ndo ocorre (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Sabe-se que a proteina NtrC &
modulada por fosforilagdo realizada pelo compohente NtrB, mas também observa-se que
ela desempenha um papel secundario, ndo sendo o principal ativador da expressdo de nif4.
A expressdo de nifA em A. brasilense é constitutiva, independente das condigdes de
concentragdo de nitrogénio e oxigénio intercelulares. NtrC somente ¢ importante para a
maxima expressdo de nifd (LIANG et al., 1991; LIANG et al., 1992). O papel regulatorio
principal parece estar centrado na proteina PII, que teria a capacidade de ativar tanto a
fixagdo do nitrogénio, por a¢do direta na proteina NifA, como a sintese de glutamina
sintetase (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Esta tltima também, de alguma forma, afeta a
expressdo do gene nifd, pois mutantes glnd apresentam fenotipo Nif °, que pode ser
revertido por complementacdo com plasmideos contendo o gene gind (BOZOUKLIAN &
ELMERICH, 1986). Portanto, a cascata do sistema global do nitrogénio em A. brasilense
Sp7 funciona de maneira diferente daquela descrita para K. pneumoniae.

O componente PII, como elemento central na modulagdo em resposta ao status de

nitrogénio fixado, atua diretamente sobre a proteina NifA, desreprimindo esta quando a



concentragdo de amonia na célula € baixa. A proteina NifA de A. brasilense é formada por
trés dominios. O dominio C-terminal contém o motivo hélice-volta-hélice de ligagdo ao
DNA; o dominio central interage com o fator sigma 54 da RNA-polimerase; o terceiro
dominio, N-terminal, ¢ responsavel por manter a proteina em uma forma reprimida.
Quando os niveis de nitrogénio fixado encontram-se baixos, o sistema global de regulagdo
envia um sinal por meio da proteina PII uridilada, ou algum componente sob o seu controle,
que tem a propriedade de impedir a auto repressdo exercida pelo dominio N-terminal da
proteina NifA. Assim, NifA, agora na sua forma ativa, pode realizar a estimulagao da
transcrigdo dos operons de fixagdo do nitrogénio (ARSENE et al., 1996; PASSAGLIA et
al., 1998).

Da mesma forma como em K. pneumoniae, a fixagdo do nitrogénio em A. brasilense
¢ reprimida em fungdo de altas concentragdes de oxigénio. Em A. brasilense, onde ndo
ocorre 0 componente NifL, este mecanismo de inativagdo ¢ mediado diretamente pela
proteina NifA, que detecta a tensdo de oxigénio no meio, tornando-se inativa frente a
presenga deste elemento. Isto se deve a existéncia de um motivo composto por 4 cisteinas
(C-N;1-C-N;9-C-Ns-C) presente em um interdominio situado entre o dominio central e o N-
terminal (ARSENE et al., 1996; PASSAGLIA et al., 1998).

Uma grande diferenga na regulagio da fixagdo do nitrogénio entre A. brasilense e K.
pneumoniae € a existéncia de um sistema de controle posterior a tradugdo da nitrogenase na
primeira bactéria. Este ¢ exercido pelos produtos dos genes dral e draG, respectivamente
uma ADP-ribosil transferase (DRAT) e uma dinitrogenase redutase-ativadora
glicohidrolase (DRAG). Em resposta a presenga de aménia ou a uma mudanga brusca nas
condigdes de anaerobiose, DRAT catalisa a adi¢do de uma molécula de ADP-ribose,
provinda de uma molécula de NAD, para um residuo especifico de arginina na sub-unidade
do homodimero da dinitrogenase redutase, resultando na inativagdo da enzima. Por outro
lado, em condig¢des favoraveis de fixagdo do nitrogénio, DRAG retira a molécula de ADP-
ribose covalentemente ligada, restaurando a atividade da nitrogenase (ZHANG et al.,
1993). Além do sistema DRAT/DRAG, existe ainda outro mecanismo de regulagdo
posterior a tradugdo da nitrogenase ainda ndo bem elucidado, o qual inativa a enzima em

resposta a altas concentragdes de amonia no ambiente celular (ZHANG et al., 1996).
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1.7 Operon fixABCX

Os genes que fazem parte do processo de fixagdo do nitrogénio e que ndo possuem
homologos com os genes nif conhecidos na bactéria diazotrofica K. pneumoniae sdo
chamados de genes fix. A caracterizagdo dos genes fixABCX foi primeiramente realizada
em Sinorhizobium meliloti. Nesta bactéria, foi localizado um agrupamento de genes
relacionados a fixagdo de nitrogénio situado em um megaplasmideo. Ensaios de
mutagénese sitio-direcionada com transposon Tn5 e complementagio de mutantes
incapazes de fixar nitrogénio (Fix 7) (RUVKUN et al., 1983; ZIMMERMAN et al., 1983),
permitiram a verificagdo da existéncia de 2 unidades transcricionais, adjacentes ao locus
que codifica a nitrogenase, igualmente envolvidas na fixagdo do nitrogénio. Uma delas,
localizada 1,6 Kb a jusante dos genes estruturais, com uma extensio de cerca de 4,2 Kb,
revelou, por inativagdes insercionais com Tn3, o fenotipo Fix ~. Este fenotipo foi revertido
através da complementag¢do com um plasmideo contendo o gene intacto, mostrando ser esta
unidade transcricional essencial para o processo de fixagdo de nitrogénio na bactéria
(RUVKUN et al., 1983). Esta regido foi seqiienciada, revelando a presenga de 3 novos
genes que nao mostraram homologia com os genes nif de K. pneumoniae, sendo
denominados de fixABC. Um quarto gene foi identificado e denominado fixX, sendo
localizado adjacentemente ao gene fixC' (DUSHA et al., 1987). O gene fixX foi seqiienciado
e verificou-se que faz parte do operon, formando todos os 4 genes uma unica unidade de
transcrigdo, fixABCX. Os polipeptideos resultantes das seqiiéncias mostraram tamanho e
massa variados: 31 KDa para FixA, 37,7 KDa para FixB, 47,3 KDa para FixC e 10,9 KDa
para FixX (EARL et al., 1987).

Os genes fixABCX de Sinorhizobium meliloti foram utilizados como sonda para a
identificagdo de genes homdlogos em Bradyrhizobium japonicum. Os rtesultados dos
experimentos posicionaram os genes fixABCX separadamente, com fixBC estando situados
a 2,8 Kb de nifH e fixA encontrando-se isolado dos outros dois genes (FUHRMANN et al.,
1985; GUBLER & HENNECKE, 1988). Estes genes mostraram-se essenciais para a
fixagdo do nitrogénio, em condi¢des de simbiose e de vida livre em ambiente

microaerobico, através de experimentos de mutagénese em sitio-direcionado com Tn35.



Mais tarde, foi identificado o gene fix.X, também considerado essencial para o processo de
~ fixagdo do nitrogénio. Este foi situado posteriormente aos genes fixBC, formando o operon
fixBCX. Também foi identificada uma ORF codificando 35 aminoacidos, precedendo o
operon fixBCX, estando o seu produto implicado na estabilizagdo do mRNA fixBCX, uma
vez que sua delegdo reduz a 1/3 a quantidade deste mRNA (GUBLER er al., 1989).

Também em Azorhizobium caulinodans ORS571, os genes fixABC mostraram, por
analises de mutagénese sitio-direcionada com Tn5, serem necessarios para a fixagdo do
nitrogénio, tanto em estado de simbiose como em vida livre em condi¢des de microaerofilia
e deficiéncia de amonia (KAMINSKI er al., 1988). O operon foi seqiienciado em 1991,
revelando a existéncia ndo somente de fix.X, como também de uma ORF de 69 aminoacidos,
ORF1, localizada posteriormente a este tltimo gene e fazendo parte do operon (ARIGONI
et al., 1991). Mutagdes nesta ORF1, ndo provocaram alteragdes na capacidade de fixagdo
de mitrogénio (ARIGONI et al., 1992).

Também foram detectadas as presengas de homologos fixABCX em bactérias do
género Azotobacter (EVANS et al., 1988), sendo que em Azotobacter vinelandii o operon
possui uma estrutura diferenciada, possuindo um gene fixP posicionado anteriormente a
fixA, formando o operon fixPABCXORF6 (WIENTJENS et al., 1992).

Em Azospirillum brasilense, a seqiiéncia de nucleotideos do operon fixABCX
revelou um alto grau de homologia com os genes fixABCX de outras bactérias diazotroficas
citadas anteriormente (FOGHER et al., 1985; GROSS, 1999). Ainda, a sequéncia de
aminoacidos de FixABCX apresentou homologia com proteinas transportadoras de elétrons

(ETFaB-ETFQOQ), altamente conservadas entre eucariotos e procariotos.

1.8 Objetivos

Este trabalho teve como objetivos:

- Determinagdo da atividade promotora do operon fixABCX de Azospirillum
brasilense, analisando se sua ativagdo ¢ dependente da presenca da proteina
ativadora NifA.



Analise sobre a possivel fungdo das proteinas FixABCX no processo de fixagao
biologica do nitrogénio, através da comparagdo com proteinas homologas cujas
fungoes ja foram determinadas, localizando seqiéncias correspondentes a

centros ativos funcionais.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Linhagens bacterianas e plasmideos

TABELA 1: Linhagens bacterianas utilizadas

LINHAGEM GENOTIPO REFERENCIA
BACTERIANA
" E. coliXL1-Blue  supEd44 hsdR17 recAl endAl ~ SAMBROOK et al., 1989

gyrA46 thi relAl lac
F’[proAB” lacl? lacZAM15
Tnl0 (tet)]
E. coliMCI1061 A (laclPOZYA) x74 galU galK CASADABAN et al., 1983
strA” hsdR™ A(ara, lew)

TABELA 2: Plasmideos utilizados

Plasmideo Linhagem Descricido Referéncia
Hospedeira
~ plG3  XL1-Blue Ap', pBluescript SK contendo  GROSS, 1999

o0 gene nifW, a regido promotora
do operon fixABCX, o gene fixA
e a regido 5 -terminal de fixB de

zospirillum brasilense

pUC18 XL1-Blue Ap' MESSING, 1983
pMC1403” MC1061 Ap', pBR322 contendo o operon CASADABAN et al.,
lacZYA sem a regido promotora 1983




 pUCpfix ~ XLI-Blue Ap", pUCIS contendo a regido  Estc trabalho
promotora do operon fixABCY
de Azospirillum brasilense

pUCpfixmut XL1-Blue Ap', pUCI8 contendo a regido Este trabalho
promotora do operon fixABCX
de Azospirillum brasilense com
uma muta¢gdo no sitio de
reconhecimento para o fator o’

pMCpfix MC1061  Ap’, pMCI1403 contendo a Este trabalho

regido promotora do operon
fixABCX  de  Azospirillum
brasilense

pMCpfixmut MC1061  Ap’, pMCI403 contendo a Este trabalho
regido promotora do operon
fixABCX  de zospirillum
brasilense com uma mutagdo no

sitio de reconhecimento para o

fator o™
pCK3 MC1061 Tc', pRK290 contendo o gene KENNEDY &
nifA® de Klebsiella pneumoniae  DRUMMOND, 1985
pMCH MC1061  Ap’, pMCI1403 contendo a PASSAGLIA efal,
regido promotora do operon 1995

nifHDK de Azospirillum

brasilense

*Este plasmideo esta representado na Figura 9.
2.1.2 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados para a multiplicagdo das bactérias foram LB (Luria-
Bertani) liquido e solido e meio A (utilizado para o ensaio de atividade da enzima [-

galactosidase), preparados de acordo com SAMBROOK ef al. (1989). Estes meios foram



preparados com agua bidestilada, sendo devidamente esterilizados em autoclave a 121°C por 15

minutos.

EcoRI Smal BamHI 8 9 10 11

'IT ATCCC GTC GTTTTA...
CTT CCC CTAGGG CAG CAAAAT...
AspPro Val Val Leu ,-

rep lac

PBR322 PMC1403

Figura 9: Vetor pMC1403, mostrando o sitio de policlonagem e o operon da lactose

sem a regido promotora.
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. 2.1.3 Antibiéticos, solucdes, tampdes e reagentes

Os antibidticos utilizados foram Ampicilina (concentragdo final de 100ug/ml) e
Tetraciclina (concentragdo final de 10ug/ml), sendo esterilizados por filtragdo. Ampicilina foi
preparada com agua bidestilada e Tetraciclina com etanol absoluto.

Solugdes, tampdes e reagentes utilizados nas técnicas de extragdo, clivagem e ligacdo de
DNA, eletroforese de DNA em gel de agarose, transformagdo bacteriana, reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), testes de atividade da enzima B-galactosidase e demais técnicas empregadas,

tém suas composigdes e condigdes de preparo descritas em SAMBROOK et al. (1989).

2.1.4 Enzimas

As enzimas de restricdo utilizadas nos procedimentos de clivagem de DNA foram as
seguintes: EcoRl, BamHIl, Mval e Smal. No processo de preenchimento de extremidades
coesivas, foi utilizada a enzima DNA polimerase, fragmento de Klenow. A RNAse utilizada nas
extragOes plasmidiais tem sua preparagdo e uso orientados em SAMBROOK ef al. (1989). Nos
procedimentos de ligagdo de DNA foi utilizada a enzima T4 DNA ligase. Para as reagdes em
cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada a enzima termoestavel Tag DNA polimerase. Estas
enzimas foram adquiridas junto a Amersham Biosciences™, Sigma', MBI Fermentas'" e
CENBIOT™, sempre seguindo-se as orientagdes do fabricante. Todas as enzimas foram

mantidas a —20°C.

2.1.5 Oligonucleotideos

Para a amplificagdo de fragmentos especificos de DNA, via PCR, foram utilizados os
oligonucleotideos pfix-up e pfix-do (GROSS, 1999). Foram projetados os oligonucleotideos
pfixmut-up e pfixmut-do, encomendados junto 4 Gibco BRL™. A seqiiéncia desses

oligonucleotideos encontra-se na tabela abaixo. O local de anelamento encontra-se na figura 11.



TABELA 3: Oligonucleotideos utilizados

- PRIMER SEQUENCIA LOCAL DE
ANELAMENTO
pfix-up | 8-GGCCGTTCCGCTTTCCGGCCATCCAT- 3’ ver figura 11
pfix-do 5-TTGACATTCCGCCGCCTGTC-3¥ ver figura 11
pfixmut-up 5-CTCAACAGCCAGGAAATCAA-3 ver figura 11
pfixmut-do 5-TTGATTTCCTGGCTGTTGAG- 3’ ver figura 11

2.2 Procedimentos Experimentais
2.2.1 Amplificagio de fragmentos de DNA

A amplificagdo de fragmentos especificos de DNA foi realizada através da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR), onde todas as etapas, como desnatura¢do do DNA-molde,
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores, extensdo e terminagdo, sdo efetuadas de
forma automatica em um termociclador do tipo PTC-100 ou PTC-200, adquirido junto a
MJ Research™. Foi utilizada a seguinte condigdo: 94°C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de 62°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos € 94°C por 45 segundos. Apods o
término destes ciclos foi realizado um anelamento a 62°C por 2 minutos ¢ extensdo da

reagdo a 72°C por 5 minutos.

2.2.2 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os géis de agarose foram preparados em concentragdes que variavam de 0,8% a
1,5%, dependendo das amostras analisadas. Agarose foi dissolvida em TEB 1X, apos foi
adicionado Brometo de Etidio para uma concentragdo final de 0,5 pg/ml. Foi realizada
eletroforese horizontal em cubas contendo tampdo TEB 1X. A visualizagdo dos fragmentos

de DNA foi feita em transiluminador de luz ultravioleta (UV) de comprimento de onda



curto. Quando necessario, com o auxilio de marcadores moleculares especificos, as bandas

de DNA desejadas foram cortadas e purificadas.

2.2.3 Purificagio de fragmentos de DNA

A purificagdo de fragmentos de DNA a partir de gel de agarose ou a partir de
solugdo foi realizada utilizando-se o “kit” comercial de purificagio GFX (Amersham

Biosciences' ™).

2.2.4 Clivagem de DNA com enzimas de restri¢io

Para a obtengdo de fragmentos especificos de DNA e preparagio de vetores para
clonagem, foram realizadas clivagens com enzimas de restricdo (se¢do 2.1.4). As reacgdes

de clivagem foram mantidas por 1-2 horas a 37°C.

2.2.5 Ligacdo de DNA

As ligacdes de fragmentos de DNA aos vetores de clonagem foram realizadas
mantendo uma proporg¢do molar de 1:3 entre as concentragdes de vetor e fragmento.
Quando houve necessidade, as pontas coesivas dos fragmentos foram preenchidas através
de reagdo com DNA polimerase, fragmento de Klenow, gerando extremidades cegas para

clonagem. As reagdes de ligagdo foram incubadas por 16-18 horas a 16°C.

2.2.6 Mutagénese sitio-direcionada

Para a realizagdo da mutagénese sitio-direcionada, com o objetivo de se obter o

fragmento contendo as duas substituigdes nucleotidicas desejadas, foram realizadas duas



reagoes em cadeia da polimerase (PCR) tendo como DNA-molde o plasmideo pJG3 (segdo
2.1.1 — figura 10). Foram utilizadas para cada reagdo 50ng do DNA, 1U da enzima Tag
DNA polimerase (secdo 2.1.4), tampdo de reagdo 10X (CENBIOT™) e 30 pmol dos
oligonucleotideos pfix-up e pfixmut-do em uma reagdo e os oligonucleotideos pfix-do e
pfixmut-up (se¢do 2.1.5) na outra reagdo. Apos as PCRs, os produtos amplificados foram
purificados (segdo 2.2.3) e sua concentragdo final avaliada em gel de agarose. Nas reagdes
de digestdo com a enzima de restrigdo foram adicionados 1ug dos produtos de PCR e 10U
da enzima Mval. As reagdes foram realizadas paralelamente. Apds o periodo de incubagéo
foi adicionado isopropanol e NaCl (concentragdo final de 50mM) e o DNA foi precipitado a
—-20°C por 30 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados e clivados com Mval foram
ligados e a reacgdo de ligagdo foi ressuspendida em 10ul de TE. 1ul da reagéo foi utilizado

em uma PCR utilizando os oligonucleotideos originais pfix-up e pfix-do.

Pfix—up
é‘\ACA ATCTCTCAACAGCCAT TAAATCAATAAAATAC

\ Pfixmut-up |x-d?$

C{:A&A AA /

|
/

Pflxmuf—do
GETCCAAA

X /

|
A
| CTCAACABCCAGGAAATCAA'

Figura 10: Metodologia utilizada na mutagénese sitio-direcionada.

2.2.7 Transformacio bacteriana

As transformagdes bacterianas foram realizadas utilizando-se células competentes

de Escherichia coli das linhagens MC1061 e XL1-Blue (se¢ado 2.1.1), preparadas de acordo
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com os métodos descritos em SAMBROOK ¢t al. (1989). A técnica utilizada foi a de
transformacdo por choque térmico e cloreto de calcio.

Uma aliquota de 100 a 200ul de células competentes foi misturada com o DNA
recombinante, obtido apos a reagdo de ligagdo, e mantida por 30 minutos no gelo. Apos a
incubagdo, a mistura foi submetida ao choque térmico (42°C por 2 minutos), seguida de
resfriamento no gelo por 5 minutos. Foi adicionado 400ul de LB liquido e as células foram
incubadas por 1 hora a 37°C antes de serem plaqueadas em LB solido. Quando necessario,
foi adicionado X-Gal (substrato para a enzima B-galactosidase) na concentragdo final de
25ug/ml, IPTG (indutor do operon da lactose) na concentragdo final de 50mM, além dos
antibidticos especificos para a sele¢io dos microrganismos transformantes.

A transformagdo das ligagdes do promotor do operon fixABCX no vetor pMC1403

foram realizadas na linhagem E. coli MC1061 contendo ou ndo o plasmideo pCK3.

2.2.8 Selecio dos recombinantes

Devido as caracteristicas especificas dos vetores pUC18 e pMC1403 (segdo 2.1.1),
o modo de seleg¢do dos recombinantes possui diferengas na analise visual das coldnias.

Nas clonagens em pUCIS8, a primeira selegdo foi feita a partir da marca de
resisténcia ao antibiotico Ampicilina existente neste plasmideo, simplesmente
multiplicando as bactérias submetidas a transformagdo em meio de cultura contendo este
antibiotico. A segunda selegdo € visual, baseando-se na ocorréncia da reagdo catalisada pela
enzima [3-galactosidase, que acontece em bactérias transformadas com plasmideos ndo-
recombinantes. Na preseng¢a do indutor [IPTG e do substrato cromogénico X-Gal no meio de
cultura, toda bactéria contendo pUC18 ndo-recombinante ira expressar o gene /acZ, havera
produgdo da enzima [3-galactosidase, que por sua vez ira converter o composto X-Gal em
um produto azulado, conferindo a colénia bacteriana esta mesma cor. Por possuir o sitio de
policlonagem no meio do gene /acZ, os microrganismos transformados com DNA
recombinante ndo irdo expressar a [3-galactosidase, visto que o inserto interrompera o gene

lacZ, ficando essas col6nias com uma coloragdo branca.
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O vetor pMC1403 possui o operon da lactose (lacZ¥YA4) sem a regido promotora,
com o sitio de policlonagem a montante do gene /acZ. Assim, além da sele¢do feita a partir
da marca de resisténcia a Ampicilina, também ¢é possivel uma sele¢do visual dos
transformantes. As bactérias que possuirem o vetor pMCI1403 com o inserto (no caso o
fragmento contendo a regido promotora do operon fixABCX) produzirio a enzima [-
galactosidase, dando as colénias uma coloragdo azulada. Portanto, a sele¢do dos
recombinantes contendo o fragmento correspondente ao promotor pfixABCX foi realizada
na presen¢a de Ampicilina, X-Gal e Tetraciclina, marca de resisténcia do plasmideo pCK3
(se¢do 2.1.1), uma vez que se supunha a necessidade da presenga da proteina NifA para a
ativagdo do sistema de transcrigdo. Desta forma pode-se selecionar recombinantes contendo
o plasmideo pMCpfixmut e o plasmideo pCK3.

As colonias que apresentaram atividade da enzima [3-galactosidase foram
selecionadas para analise. Com o objetivo de eliminar o plasmideo pCK3, para posterior
analise da atividade da regido promotora do operon fix4BCX na auséncia ¢ na presenca da
proteina NifA (expressa pelo plasmideo pCK3), foram realizados indculos sucessivos em

meio de cultivo sem o antibidtico Tetraciclina.

2.2.9 Extracdo de DNA plasmidial

O método utilizado para a extragdo de DNA plasmidial em pequena escala foi o da
lise alcalina (BIRNBOIM & DOYLY, 1979). A bactéria contendo o DNA de interesse foi
multiplicadada por 16 horas a 37°C em meio LB contendo os antibioticos apropriados.
Aliquotas de 1,5ml das culturas foram centrifugadas em tubos de microcentrifuga, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado bacteriano ressuspendido em 200ul da solugdo I,
contendo 50mM de glicose, 25mM de Tris pH 8,0 e 10mM de EDTA pH 7,5. Apos
adicionar RNase, a lise celular foi obtida com a adig:éd de 200ul da solugdo II, contendo
NaOH 0,2N e SDS 1%, seguida de precipitagdo das proteinas e outros componentes
celulares com a adigdo de 200ul da solugdo III, que corresponde a NaAc 3M pH 5.2.
Centrifugando-se por 10 minutos € possivel separar estes componentes, deixando o DNA

plasmidial no sobrenadante. Esta solugdo foi precipitada com 1 volume de isopropanol,
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seguido de centrifugagdo a 12000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos, descarte do
~ sobrenadante, lavagem do DNA precipitado com etanol 70% e secagem em estufa. O DNA
precipitado foi ressuspendido em 20-50ul de TE. Uma aliquota (10%) da solugdo foi
analisada em gel de agarose. Posteriormente, uma aliquota desta amostra foi digerida com

enzimas de restri¢do para verificar a liberag¢do de fragmento do tamanho esperado.

2.2.10 Seqiienciamento de DNA

Para o seqilenciamento de fragmentos especificos de DNA foi utlizado o
segiienciador automatico MEGABACE Amersham Biosciences' ", seguindo-se as

especificagdes de uso do fabricante.

2.2.11 Teste de atividade da B-galactosidase

Para realizar a monitoragdo da atividade da enzima [B-galactosidase foi seguido o
protocolo descrito em SAMBROOK ef al., 1989. De uma cultura multiplicada por 18 horas
em meio A (enriquecido com 0,5% de glicose, 40ug/ml de leucina e 10pg/ml de tiamina,
além dos antibidticos apropriados), foi realizada uma diluigdo de 1:50 no mesmo meio. Esta
nova cultura foi mantida a 37°C até atingir a densidade otica de 0,4 em espectrofotometro
em comprimento de onda de 600 nandmetros.

Foram coletadas duas amostras de 500ul, sendo estas congeladas imediatamente. A
partir destas amostras foi realizado (em triplicata) o ensaio da [3-galactosidase da seguinte
maneira: acrescentar aos 500ul da cultura 0 mesmo volume de tampdo Z (0,06M de
Na,HPO,.7H,0, 0,04M de NaH,PO,.H,O, 0,01M de KCI, 0,001M de MgSO4.7H,O e
0,05M de B-mercaptoetanol), 25ul de SDS 0,1% e 50{11 de cloroférmio. Misturar no vortex
por 30 segundos e manter a temperatura ambiente por 15 minutos. Retirar 50ul dessa
mistura e acrescentar 450ul de tampdo Z e 200ul de ONPG 4mg/ml (substrato para a
enzima [3-galactosidase). O controle negativo foi realizado com 50l de agua bidestilada.

Apos a adi¢do das amostras nos tubos, estas foram misturadas rapidamente e incubados a
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28°C (temperatura em que a enzima P-galactosidase tem sua mator atividade). A partir
deste momento foi iniciada a contagem do tempo até o desenvolvimento de uma coloragdo
amarela. A reagdo foi interrompida com a adigdo de 250ul de Na,CO; e incubagdo em gelo
por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados ¢ a densidade otica do sobrenadante foi
determinada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 420 nanometros. A
expressdo da [-galactosidase foi medida em unidades Miller (SAMBROOK et al., 1989)

pelo calculo que utiliza a férmula abaixo:

1000 x Ao/t x 0,1 x Agoo, onde:

Ay significa a absorbancia no comprimento de onda de 420 nandmetros
Asgoo significa a absorbancia no comprimento de onda de 600 nanémetros

t significa o tempo em minutos que a cultura levou para desenvolver a coloragdo amarela

2.2.12 Alinhamento de seqiiéncias

As sequiéncias de proteinas FiXxABCX, bem como as seqiiéncias de proteinas ETF’s
(flavoproteinas transportadoras de elétrons) foram retiradas do Banco de Dados da Internet
(NCBI - National Center for Biotechnology Information), cujo endere¢o na intemmet €
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

O alinhamento - das seqiiéncias foi feito através dos pacotes de programas
computacionais BioEdit (HALL, 1999) e GeneDoc (NICHOLAS et al., 1997).

33



3. RESULTADOS

3.1 Clonagem da regido promotora do operon fixABCX

SCHRANK et al. (1987) construiram um banco gendmico de Azospirillum
brasilense Sp7, do qual foram isolados dois recombinantes especificos, AAb2c € AAb4. O
recombinante AAb4 foi clivado com a enzima de restrigio LcoRI, dando origem a um
fragmento de 15,2 Kb, o qual foi clonado no vetor pACYC184 (ARAUJO, 1988), gerando
o plasmideo pABCI17. Fragmentos de restrigdo deste recombinante serviram para
subclonagens, que foram realizadas no vetor pUC18, resultando na construgdo de diversos
plasmideos. Entre eles, os plasmideos pWY3, contendo um fragmento Ps¢I de
aproximadamente 3,0 Kb e pWY4, contendo um fragmento Pstl-EcoRl de
aproximadamente 0.9 Kb (FRAZZON, 1991). O seqiienciamento destes recombinantes
(VEDQOY, 1995) mostrou que eles continham os genes fixABC de A. brasilense Sp7. O
recombinante pWY3 abrange a totalidade dos genes fix4 e fixB e a regido 5’-terminal de
JfixC. O recombinante pWY4 contém o segmento restante de fixC', faltando apenas a regiao
3’-terminal deste gene.

O recombinante pWY3 foi mapeado com diversas enzimas de restricdio e o0s
fragmentos utilizados para novas clonagens. Um fragmento PstI-Hincll de cerca de 1,8 Kb
contendo o gene nifW, a regido promotora do operon fixABCX, o gene fixA e a regido 5’-
terminal de fixB foi ligado ao vetor pBluescript SK+, originando o recombinante pJG3
(GROSS, 1999).

Com a finalidade de se isolar a regido promotora do operon fixABCX, o plasmideo
pJG3 foi utilizado como DNA molde em uma rea¢do em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando o par de oligonucleotideos especificos pfix-up € pfix-do (segdo 2.1.5), de acordo
com as condigdes descritas na se¢do 2.2.1. Foi obtido um produto de amplificagdo de 273
pares de bases (figura 11), que foi purificado, preenchido nas extremidades e clonado no
vetor pUC18 clivado com a enzima Smal, dando origem ao recombinante pUCpfix. A

selegdo dos recombinantes foi realizada conforme descrito na se¢do 2.2.7, sendo
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posteriormente clivados utilizando as enzimas EcoRI-BamHI para verificar se o fragmento
liberado continha o tamanho esperado de 273 pares de bases. Além disso, alguns
recombinantes foram seqiienciados com o objetivo de se determinar a orienta¢do da
clonagem (a qual deveria ser no sentido 5’-EcoRI-BamHI-3") e a integridade do inserto. O
plasmideo pUCpfix com a orientagdo de clonagem desejada foi clivado com as enzimas
EcoRI-BamHI e o fragmento liberado, apés purificado, foi clonado no vetor pMC1403,
também clivado com as enzimas EcoRI-BamHI, originando o recombinante pMCpfix. O
plasmideo pMC1403, além de ter um gene de resisténcia ao antibiotico Ampicilina, possui
o0 operon da lactose sem a regido promotora, permitindo que o gene /acZ (o qual codifica a
enzima [-galactosidase) seja transcrito de acordo com a atividade da regido reguladora
clonada.

O plasmideo pMCpfix foi transformado em linhagens de Escherichia coli MC1061,
contendo ou ndo o plasmideo pCK3, o qual expressa constitutivamente a proteina NifA de
Klebsiella pneumoniae (KENNEDY & DRUMMOND, 1985), uma vez que esta ndo ¢

inativada por oxigénio.

GGCCGTTCCGCTTTCCGGCCATCCATCGCCGCCGGGCGTTGTCGGGTTTGTCCGGTAGGCGAC
pfix-up — UAS 1

AGAGGCCGGACCGGGGGCGGAGATCGGGCCGGACCGCCCCAACTCCCCTGTTGAGAAGCCGAC
UAS 2
pfixmut-up —
ACGTCCGGTCTTTGTCGTTTTTGCGACAATCTCTCAACAGCCATTAAATCAATAAAATACAATAA
UAS3 <« pfixmut-do

CTTACCGCATCCGCTCAGAACTGGCACGCCGCTTGCTGGTAGGACCATAGCCACGCCGCGCGAC

promotor o™

AGGCGGCGGAATGTCAAGGAGACCGGGATG
<« pfix-do JixA —

Figura 11: Seqiiéncia de nucleotideos da regido promotora do operon fixABCX.
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Em azul ¢ mostrado a seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nas PCR’s, em vermelho
as UAS’s (sitios de ligacdo da proteina ativadora NifA) e em verde o sitio de

reconhecimento para o fator o>* da RNA-polimerase.

3.2 Medida da atividade da regiio promotora do operon fixABCX

Apos a sele¢do dos transformantes pMCpfix, foi realizado o ensaio de atividade da
enzima [-galactosidase (se¢do 2.2.11). Os resultados sdo apresentados na tabela 4 em

Unidades Miller (SAMBROOK et al., 1989).

TABELA 4: Determinac¢do da atividade de B-galactosidase das linhagens de E. coli

MC1061 contendo ou nido os plasmideos recombinantes

~ Plasmideo - Ativador (pCKS) Atividade de h;ggiactosidase em
recombimante Unidades Miller
Nenhum - 11,62
Nenhum + 20,64
PMCpfix + 275,29
pMCpfix (branca) - 28,69

pMCpfix (azul) - 102,18

As cores branca e azul referem-se a coloragdo da colonia analisada. Os sinais + e — indicam

a presenca ou auséncia da proteina NifA de K. pneumoniae, respectivamente.

Os resultados da tabela demonstram que ocorreu uma variagdo dos clones
recombinantes em relagdo a dependéncia da proteina ativadora NifA. Durante a
multiplicagdo das colonias contendo os plasmideos recombinantes, algumas adquiriram a
coloragdo azul mesmo na auséncia de NifA (pCK3). Estes resultados sugeriram que a
atividade da regido promotora do operon fixABCX poderia ndo ser dependente da presenga
da proteina ativadora NifA. Este resultado ndo era esperado, pois a quase totalidade dos

genes que participam do processo de fixagdo biologica do nitrogénio tém a sua atividade
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dependente da presenga da proteina NifA. Um outro fato relevante € a presenga de 3 sitios
~de ligagdo (ditos UAS’s) para a proteina NifA na regido promotora que esta sendo

analisada.

3.3 Anilise nucleotidica da regido promotora do operon fixABCX

A seqiiéncia de nucleotideos da regido promotora foi analisada através do site
http://www fruitfly org/seq tools/promoter. html/ que realiza uma busca por elementos
promotores consensuais. A atividade apresentada pela regido promotora do operon fix4BCX
na auséncia da proteina NifA poderia ser explicada pela presenca de uma seqiiéncia de
nucleotideos, semelhante a um TATA box, que poderia estar sendo reconhecida pelo fator
¢"” da RNA-polimerase de Escherichia coli. Esta regido promotora tipica, semelhante ao
TATA, localiza-se adjacente ao sitio de ligagdo da proteina IHF, sendo uma regido rica em
timinas e adeninas. Como a analise da regido promotora de A. brasilense € feita em um
sistema heterologo (regulagdo de genes de A. brasilense sendo estudados em E. coli), os
resultados obtidos sugerem que o promotor que esta sendo reconhecido em £. coli ndo seja
funcional em A. brasilense. Portanto, a fim de prosseguir o trabalho tornou-se necessario
eliminar o reconhecimento da possivel seqiiéncia promotora pelo fator 6'° da RNA-

polimerase de Escherichia coli.

3.4 Clonagem da regiio promotora do operon fixABCX contendo as alteracdes

nucleotidicas no sitio de reconhecimento para o fator o' de E. coli
p

Através da analise de nucleotideos da regido promotora do operon fixABCX,
utilizando o programa de andlise citado na se¢do 3.3, fo1 verificada que a substituicdo de
duas timinas adjacentes por duas guaninas seria suficiente para que a regido deixasse de ser
reconhecida pelo fator 6'° como uma possivel regido promotora. A estratégia adotada foi a

de projetar oligonucleotideos contendo as alteragdes desejadas (pfixmut-up e pfixmut-do —



secio 2.1.5) que anelassem na seqiiéncia especifica. A estratégia utilizada para o

desenvolvimento da mutagdo esta mostrada na figura 12.

pfix-ug

GACAATCTCTCAACAGCCATTAAATCAATAAAATAC  [selvagem

pfixmut-up
CAACAGCCAGGAAATLAA PRy mutado

pfixmut-do
sitio de restrigdo para Mval

PCR com os oligonucleotideos:

pfixmut-up
rd

& &
;i HAPD S ]

pfix-u
—4 179 pb < pfixmut-do

Clivagem com a enzima Mval e
ligagdio entre os fragmentos clivados:

Fragmento -—-—--——-—--= CC g AGE—-moe- Fragmento
de 179'pb =m=osammsimnaay GGT e de 114 pb

PCR do produto da ligagdo, usando os
oligonucleotideos das extremidades (fragmento de 273 pb)

pfix-ug

GACAATCTCTCAACAGCCAGGAAATCAATAAAATAC
CTGTTAGAGAGTTEGTCEGEGTCCTTTAGTTATTTITATG
—

pfix-do
Sigma 70 MUTADO

Clonagem do fragmento de 273 pb, contendo a mutacdo no sitio de reconhecimento

para o fator ¢’°, no vetor pUC18/Smal
Seqlenciamento para selecionar o recombinante desejado

Figura 12: Estratégia para a obtencdo das alteracdes nucleotidicas no sitio de

reconhecimento para o fator o”'.
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O plasmideo pJG3 foi utilizado como DNA molde para a realizacdo de uma PCR
. com os oligonucleotideos pfix-up e pfixmut-do, resultando na amplificagdo de um
fragmento de 179 pares de bases contendo a mutagdo na regido do oligonucleotideo. Outra
PCR realizada utilizou os oligonucleotideos pfix-do e pfixmut-up, com um produto de
amplificagdo de 114 pares de bases, também contendo uma mutagdo na regido do

oligonucleotideo (figura 13).

MB + B1B 2

Figura 13: Amplificacio dos fragmentos de 179 e 114 pares de bases.

M= marcador de peso molecular (pGUSN358 clivado com EcoRI e com
EcoRU/Hindlll, pSK+ clivado com Tagl/Sau3 Al); B= controles negativos das PCRs;
+= fragmento de 273 pb, produto de amplificagdo com os oligonucleotideos pfix-up
e pfix-do; 1= fragmento de 179 pb amplificado com os oligonucleotideos pfix-up e
pfixmut-do e 2= fragmento de 114 pb amplificado com os oligonucleotideos
pfixmut-up e pfix-do.

A troca de duas timinas por duas guaninas teve como objetivo adicional a criagdo de
um sitio de restri¢do para a enzima Mval, que reconhece a seqiiéncia CCAGG. Assim, estes
dois fragmentos contendo as alteragdes nucleotidicas foram clivados com esta enzima,

ligados e reamplificados utilizando-se os oligonucleotideos originais pfix-up e pfix-do,
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dando origem a uma regido promotora de 273 pares de bases (figura 14) contendo duas
alteragdes que eliminam a regidio de reconhecimento pelo fator ¢’° da RNA-polimerase de
E. coli.

-273 pb

Figura 14: Amplificacdo da regido promotora contendo as alteracdes TT>GG.
B= controle negativo da PCR; += fragmento de 273 pb, produto de amplificagdo
com os oligonucleotideos pfix-up e pfix-do; 1,2,3 e 4= fragmento de 273 pb, produto de
amplificagdo da ligagdo entre os fragmentos amplificados e clivados com Mval, utilizando

os oligonucleotideos pfix-up e pfix-do.

O fragmento contendo as alteragdes nucleotidicas foi1 purificado, preenchido e
clonado no vetor pUCI8 clivado com a enzima Smal, resultando no recombinante
pUCpfixmut. Vinte clones foram seqiienciados para se determinar a integridade do inserto,
a orientagdo da clonagem e também para constatar a eficiéncia da estratégia utilizada para
criar a mutagdo. Dos 20 clones seqiienciados, todos continham a mutagdo (100% de
eficiéncia), sendo que 11 (55%) estavam na orientagdo desejada (5°-EcoRI-BamHI-3") € 9

(45%) na orientagdo inversa.
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O recombinante pUCpfixmut contendo o inserto na orientagdo desejada foi clivado
com as enzimas de restrigio EcoRI-BamHI, liberando o fragmento de 273 pares de bases
(figura 15), que, apos ser purificado, foi clonado no vetor pMC1403, também clivado com

estas enzimas, resultando no recombinante pMCpfixmut.

-273 pb

Figura 15: Clivagem dos plasmideos recombinantes com liberacdo dos
fragmentos de 273pb.

M= marcador de peso molecular (pGUSN358 clivado com FEcoRI e com
EcoRU/Hindlll, pSK+ clivado com 7agl/Sau3Al); B= controle negativo da PCR; +=
fragmento de 273 pb, produto de amplificagdo com os oligonucleotideos pfix-up e
pfix-do € 1, 2 e 3= plasmideos recombinantes (pUC18) contendo o fragmento de

273 pb com as alteragdes nucleotidicas, apos clivagem com EcoRI/BamHI.
Posteriormente, o plasmideo pMCpfixmut foi transformado em linhagens de E. coli

MCI1061 contendo ou ndo o plasmideo pCK3. As coldnias selecionadas apresentaram

atividade de B-galactosidase (colonia azul) somente na presenga de pCK3.
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. 3.5 Medida da atividade da regido promotora alterada

Como ja descrito anteriormente, as linhagens bacterianas foram multiplicadas em
meio A até atingirem a absorbéncia de 0,4 em espectrofotometro em comprimento de onda
de 600 nandmetros. A partir destas amostras foi realizado o ensaio de atividade da enzima
B-galactosidase. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 5. Os valores sdo a média de
pelo menos dois experimentos independentes feitos em friplicata. Foram utilizados dois
controles negativos: somente a linhagem hospedeira MC1061 e a hnhagem hospedeira com
o plasmideo pMCH (Seg¢do 2.1.1). Também foi utilizado como controle positivo a linhagem
MC1061 contendo os plasmideos pMCH e pCK3. As linhagens contendo os plasmideos
recombinante antes da mutagdo (pMCpfix) com e sem o pCK3 também tiveram suas

atividades de B-galactosidase determinadas.

TABELA 5: Determinacio da atividade de B-galactosidase das linhagens de E. coli

MC1061 contendo ou nao os plasmideos recombinantes

Plasmideo recombinante Ativador (pCK3) Atividade de B-galactosidase
B T ol N S | Umdag:;Mlﬂer -
Nenhum _ - 12,63
Nenhum + 31,63
pMCpfix ' - 119,05
pMCpfix + 201,61
pMCpfixmut - 44,64
pMCpfixmut + 448,09
pMCH - 30,41
pMCH + | 3472,44

Os sinais + e — indicam a presenc¢a ou auséncia da proteina NifA de K. pneumoniae,

respectivamente.
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3.6  Homologia das proteinas FixABCX de A. brasilense com seqiiéncias de outras

proteinas disponiveis no banco de dados

As seqiiéncias deduzidas de aminoacidos das proteinas FixABCX de 4. brasilense
Sp7 depositadas no Banco de Dados da Internet (NCBI - National Center for
Biotechnology Information — dado ndo-publicado — nimero de acesso AF489443) foram
utilizadas com o objetivo de identificar seqiiéncias relacionadas em outros organismos com
alto grau de similaridade. As proteinas FixABCX de A.brasilense Sp7 mostraram alto grau
de similaridade com proteinas FixABCX de diversas bactérnas diazotréficas, como
Azorhizobium caulinodans, Rhizobium etli, Azotobacter vinelandii, Bradyrhizobium
Japonicum e Sinorhizobium meliloti (figuras 16, 17, 18 e 19). Além destas, foram
encontradas outras seqiiéncias que apresentavam elevada similaridade, como os membros
de uma grande familia de flavoproteinas com fun¢do no transporte de elétrons em diversos
organismos, inclusive humanos. As proteinas FixAB possuem identidade com ETFof3
(flavoproteina transportadora de elétrons, do inglés electron transfer flavoprotein). Esta
proteina € composta por duas sub-unidades, onde a sub-unidade alfa ¢ similar a FixB ¢ a
sub-unidade beta ¢ similar a FixA (figuras 20 e 21). Ja as proteinas FixCX apresentam

regides de similaridade com a proteina ETFQO-ubiquinona oxiredutase (figuras 22 e 23).
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Figura 16: Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixA de A.
brasilense e de outras bactérias diazotréficas.

Ab= Azospirillum brasilense (numero de acesso no GenBank AAMO00917); Sm=
Sinorhizobium meliloti (P09818); Bj= Bradyrhizobium japonicum (P53577); Ac=
Azorhizobium caulinodans (P26482); Re= Rhizobium etli (AAMS54827); Av= Azotobacter
vinelandii (P53576).

A proteina FixA de 4. brasilense apresentou 69% de similaridade com a proteina FixA de
S. meliloti, 70% com B. japonicum, 74% com A. caulinodans, 71% com R. etli € 80% com
A. vinelandii.

A cor preta indica residuos conservados em todas as seqiiéncias alinhadas (100%), cinza
escuro indica residuos conservados em pelo menos 80% das seqiiéncias e cinza claro indica

residuos conservados em pelo menos 60% das seqiiéncias.
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Figura 17: Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixB de A. brasilense e de

outras bactérias diazotroficas.



Ab= Azospirillum brasilense (nimero de acesso no GenBank AAMO00919); Sm=
Sinorfiizobium  melitoti {(P09819); Bj= Bradyrhizobium japonicum (P10449); Ac=
Azorfizobium calii . (P26483); Re= Rhizobium eili (AAMS4826). Av= Azotobacter
vinelandii (P53574).

A proteina FixB de A. brasilense apresentou 72% de similaridade com a proteina FixB de
S. meliloti, 73% com B. japonicum, 77% com A. caulinodans, 75% com R. etli € 73% com

A. vinelandii.
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Figura 18: Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixC de A. brasilense

e de outras bactérias diazotréficas.
Ab= Azospirillum brasilense (nimero de acesso no GenBank AAMO00918); Sm=
Sinorhizobium meliloti (P09820); Bj= Bradyrhizobium japonicum (P10331); Ac=
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Azorhizobium caulinodans (P26484); Re= Rhizobium ctli (AAMS54825); Av= Azotobacter
vinelandii (P53572).

A proteina FixC de A. brasilense apresentou 77% de similaridade com a proteina FixC de
S. meliloti, 77% com B. japonicum, 76% com A. caulinodans, 75% com R. etli e 78% com

A. vinelandii.
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Figura 19: Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixX de A. brasilense
e de outras bactérias diazotroéficas.

Ab= Azospirillum brasilense (nimero de acesso no GenBank AAMO00920); Sm=
Sinorhizobium meliloti (P09821); Bj= Bradyrhizobium japonicum (P10326); Ac=
Azorhizobium caulinodans (P26485); Re= Rhizobium etli (AAMS54824); Av= Azotobacter
vinelandii (CAA46491).

A proteina FixX de A. brasilense apresentou 69% de similaridade com a proteina FixX de
S. meliloti, 66% com B. japonicum, 61% com A. caulinodans, 75% com R. etli e 62% com

A. vinelandii.
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180 # 200 o 220 * 240
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Pd-Etfb : e z S iRE|
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WEKLV--———— AQKIT-====== : 270
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Me-Etfb : DNEQAIVDQV

Figura 20: Homologia da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixA de A. brasilense
com a sub-unidade } de ETF’s (flavoproteinas transportadoras de elétrons) de outros
organismos.

Hs= Homo sapiens (numero de acesso no GenBank AANO03713); Me= Megasphaera
elsdenii (AAC31169), Bj= Bradyrhizobium japonicum (P53575), Pd= Paracoccus
denitrificans (AAA03071).

A proteina FixA de A. brasilense apresentou 42% de similaridade com a sub-unidade 3 da

proteina ETFap de H. sapiens, 60% com M. elsdenii, 42% com B. japonicum e 41% com

P. denitrificans.
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Figura 21: Homologia da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixB de A. brasilense
com a sub-unidade o de ETF’s (flavoproteinas transportadoras de elétrons) de outros
organismos.

Hs= Homo sapiens (numero de acesso no GenBank AANO03712); Me= Megasphaera
elsdenii (AAC31170); Bj= Bradyrhizobium japonicum (P53573), Pd= Paracoccus
denitrificans (AAA03072).

A proteina FixB de 4. brasilense apresentou 42% de similaridade com a sub-unidade « da

proteina ETFap de H. sapiens, 57% com M. elsdenii, 40% com B. japonicum e 40% com

P. denitrificans.
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Figura 22: Homologia da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixC de A. brasilense
com a regido N-terminal de ETFQQ’s (flavoproteinas ubiquinonas-oxidoredutases) de
outros organismos.

Hs= Homo sapiens (niimero de acesso no GenBank Q16134); Ce= Caenorhabditis elegans
(Q11190); Sc= Saccharomyces cerevisiae (Q08822).

A proteina FixC de A4. brasilense apresentou 31% de similaridade com a proteina ETFQO

de H. sapiens, 33% com C. elegans e 29% com S. cerevisiae.
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Figura 23: Homologia da seqiiéncia de aminoacidos da proteina FixX de A. brasilense
com a regido C-terminal de ETFQO’s (flavoproteinas ubiquinonas-oxidoredutases) de
outros organismos.

A proteina FixX de A. brasilense apresentou 6% de similaridade com a proteina ETFQO de
H. sapiens, 7% com C. elegans e 6% com S. cerevisiae. Estes valores sdo baixos devido ao

pequeno tamanho da proteina FixX, em relagdo a proteina ETFQO.
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4. DISCUSSAO

4.1 Atividade da regiio promotora do operon fixABCX é dependente da presenca da
proteina NifA

A fixagdo biologica do nitrogénio € um processo muito especifico, que requer condigdes
especiais no ambiente da célula para que ocorra a redug¢do do nitrogénio atmosférico em amonia.
Esta reagdo quimica ndo é de facil ocorréncia devido a alta estabilidade do nitrogénio molecular
que, com sua tripla ligagdo covalente, é muito resistente a qualquer agressdo quimica. Justamente
por este motivo, Lavoisier denominou este composto de “azoto”, que significa sem vida, por ser
0 nitrogénio muito pouco reativo (STRYER, 1992).

Sendo assim, a natureza criou, com a fixagdo do nitrogénio, um sistema bioquimico
muito sofisticado, capaz de superar as dificuldades naturais e conseguir a quebra da barreira de
ativagdo para a reagdo de redugdo do N,. Este sistema tem a caracteristica de possuir uma
flexibilidade adequada para atuar de maneira Otima, quando as condi¢gdes ambientais sdo
favoraveis, ou ser paralisado, em fungdo de circunstincias desfavoraveis. Trés aspectos basicos
vao determinar o funcionamento do complexo sistema da fixagdo do nitrogénio: as
concentragdes de amonia intercelulares, indicando a abundincia de nitrogénio para o
metabolismo; a quantidade de ATP presente no meio, possibilitando uma disponibilidade de
energia para o funcionamento de todo maquinario do sistema de fixagdo do nitrogénio: e a
concentragdo de oxigénio no ambiente, composto que, por ter uma alta capacidade oxidante,
impede que ocorra um fluxo de elétrons para o fraco agente oxidante, que € o nitrogénio
molecular (GUSSIN et al., 1986).

O foco central de todo o processo de controle da fixagdo do nitrogénio, em fungdo das
condigdes ambientais, recai sobre a ativagdo da transcrigdo dos genes que codificam os
componentes protéicos que participardo, direta ou indiretamente, da redu¢do do nitrogénio
molecular. Isto é realizado pela RNA-polimerase associada a um fator sigma alternativo,
denominado fator sigma 54 ou sigma N, que se liga a seqiiéncia de consenso -24 (GG)/-12 (GC),

presente em regioes promotoras de muitos genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio
(SHINGLER, 1996).



Interessante € que a RNA-polimerase complexada com o fator sigma 54, por si s6, ndo €
capaz de promover a transcri¢do dos genes de fixagdo do nitrogénio. Ela necessita de um outro
componente capaz de constituir um complexo de transcrigao realmente funcional, representado
pela proteina NifA. Essa proteina desempenha um papel fundamental, pois, sobre ela, incide toda
uma cascata de sinalizagdo, capaz de detectar as condigdes ambientais existentes na célula,
fazendo da proteina NifA um mediador para o ajuste fino de adapta¢do a condigdes propicias
para a fixagdo do nitrogénio. Com ambiente favoravel, como baixa tensdo de O; e baixos niveis
de amoénia na célula, o gene nif4 encontra-se ativo e o seu produto, livre para atuar, promove a
ativagdo dos genes de fixagdo do nitrogénio. O contrario ocorre quando as condigdes ambientais
ndo sdo favoraveis (alta concentragdo de oxigénio e reservas de aménia), levando a repressdo do
gene nif4 e do seu produto (GUSSIN et al., 1986).

A regulagdo da transcrigdo dos genes de fixagdo do nitrogénio pela proteina NifA,
combinada com o fator sigma 54, foi caracterizada em inumeras bactérias diazotroficas como K.
pneumoniae (OW & AUSUBEL, 1983), S. meliloti (SZETO et al., 1984), B. japonicum
(ALVAREZ-MORALES et al., 1986), R. leguminosarum (ROELVINK et al., 1990) e A
brasilense Sp7 (LIANG et al., 1991). Estudos também desvendaram o mecanismo de atuagdo da
proteina NifA na ativac¢do dos genes nif. Foi demonstrado, principalmente para K. preumoniae,
que esta proteina liga-se a seqiiéncias chamadas UAS, caracterizadas pelo consenso TGT-Njg-
ACA, situadas cerca de 100 ou mais pares de bases a montante do inicio da transcrigdo
(GUSSIN er al., 1986). Esta regido de DNA seria responsavel pela ancoragem da proteina NifA
que, por intermédio do fator de integragdo ao hospedeiro (IHF), provocaria uma curvatura no
DNA aproximando, desta forma, a proteina NifA da RNA-polimerase, formando um complexo
de iniciagdo da transcrigdo perfeitamente funcional (BUCK & CANNON, 1989).

A determinacdo da funcionalidade dos promotores dos genes nif estruturais tem sido
realizada através da fusdo com o gene /acZ em K. pneumoniae (KENNEDY & DRUMMOND,
1985), B. japonicum (ALVAREZ-MORALES & HENNECKE, 1985), R. leguminosarum
(ROELVINK et al., 1990) e A. brasilense (LIANG et al., 1991; PASSAGLIA et al., 1995). A
mesma metodologia foi utilizada para os promotores dos genes nifll e nify/ (CANNON et al.,
1990; CANNON et al., 1991) e nifl (CHARLTON et al., 1993) de K. pneumoniae; o promotor
do gene fixJ (WEINSTEIN et al., 1993) de S. meliloti; o promotor do operon fixRnifA (THONY
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et al., 1984) de B. japonicum e os promotores dos genes nifd e nifB (LIANG et al_, 1992) e nifEl
(POTRICH et al., 2001) de A. brasilense.

Em K. pneumoniae, o operon formado pelos genes nifUSVIWZM (ARNOLD et al., 1988)
apresentou a regido promotora consenso -24 (GG)/-12 (GC) e trés sitios de ligagdo para a
proteina NifA. CANNON et al. (1990) caracterizaram e demonstraram a funcionalidade desta
regido e a sua interagdo com a proteina NifA. Em A. vinelandii, o operon nifUSVORF7 é
precedido de uma seqiiéncia aberta de leitura (ORF6). Nessa bactéria, a regido promotora e a
UAS estdo localizadas a montante da ORF6, formando uma unidade transcricional. Por sua vez,
o operon nifUSVORF7 ndo apresenta uma UAS propria, sendo sugerido que este operon poderia
usar a UAS que precede a ORF®6 e esta serviria, potencialmente, para ativar o promotor do gene
nifU (JACOBSON et al., 1989b).

FRAZZON (1996) demonstrou que a regido promotora do operon ORE2nifUSVORF4 de
A. brasilense apresenta uma tipica seqiiéncia promotora consenso (GG/GC) e uma seqiiéncia
UAS distante aproximadamente 100 pares de bases do inicio da transcrigio de ORF2. Para
comprovar a funcionalidade desta regido foram realizadas construgdes com o plasmideo
pMC1403, clonando a regido promotora (contendo a UAS) deste operon, fusionada com o gene
lacZ. Experimentos de determinagdo da atividade de expressdo de B-galactosidase, realizados em
linhagens de £. coli MC1061, foram realizados na presenga e auséncia do plasmideo pCK3, que
expressa a proteina NifA de K. pneumoniae constitutivamente (KENNEDY & DRUMMOND,
1985). Os resultados demonstraram que a funcionalidade deste promotor era independente da
presenga de NifA, indicando que o promotor responsavel pela transcrigdo do operon
ORF2nifUSVORF4 apresentava uma expressao constitutiva em £. coli. Analises na seqiiéncia de
nucleotideos da regido promotora identificaram uma outra regido promotora, essa dependente do
fator sigma 70 da RNA-polimerase (FRAZZON, 1996).

Embora a seqiiéncia UAS também seja importante para a ativagdo dos genes estruturais
da nitrogenase nas bactérias S. meliloti e B. japonicum, o mesmo efeito ndo € verificado para a
expressdo dos genes fixABCX nestas mesmas bactérias (BETTER et al., 1985, GUBLER &
HENNECKE, 1988; GUBLER, 1989; CEBOLLA et al., 1994). Estudos a partir de delegdes na
regido reguladora demonstraram claramente que as seqiiéncias UAS ndo sdo importantes, mesmo
sendo a proteina NifA a reguladora positiva da transcrigdo dos genes fixABCX. Na verdade, em

B. japonicum nao foram determinadas seqii€ncias UAS tipicas, apresentando somente uma UAS



imperfeita (TGT-N,o-ACC) na regido reguladora de fixBCX, sendo que, a montante de fix4, ndo
foi encontrada nenhuma seqiiéncia para ligagdo da proteina NifA.

Na regido promotora do operon fixABCX de A. brasilense foi identificada uma regido
promotora consenso (5° GG-N;o-GC 3”), representando um sitio de ligagdo da RNA-polimerase
dependente do fator alternativo sigma 54, juntamente com 3 seqiiéncias ativadoras UAS (5’
TGT-N;o-ACA 3°) localizadas de 100 a 190 pares de bases do inicio da transcrigio e uma
seqiiéncia rica em adeninas e timinas, que corresponde ao sitio de ligagdo da proteina THF
(GROSS, 1999 e figura 11). Na regido promotora ainda foi identificada (similar ao encontrado
na regido reguladora do gene nifU/) uma seqiiéncia de nucleotideos que apresenta um potencial
sitio de reconhecimento pelo fator sigma 70 da RNA-polimerase de E. coli, sobrepondo-se em
alguns nucleotideos com o sitio de IHF (SPEROTTO et al., 2002).

Os resultados da analise da seqiiéncia acima sugeriram que, em A. brasilense, o operon
JixABCX, devido a presenca de 3 seqiiéncias tipicas de ligagdo da proteina NifA localizadas a
montante do sitio promotor do operon, fosse regulado por essa proteina. Para comprovar a
funcionalidade desta regido, foram realizadas construgdes com a regido promotora do operon
JixABCX (contendo duas alteragdes nucleotidicas no sitio de reconhecimento para o fator sigma
70) clonada no vetor pMC1403, que permite a fusdo da regido em estudo com o gene reporter
lacZ. Os experimentos de determinagdo da atividade de expressdo da enzima P-galactosidase
realizados em linhagens de E. coli MC1061, foram executados na presenga e auséncia do
plasmideo pCK3, que expressa constitutivamente a proteina NifA de K. pneumoniae
(KENNEDY & DRUMMOND, 1985). Os resultados apresentados na Tabela 5 demonstram que
a funcionalidade deste promotor depende da presenga e atividade da proteina NifA. Os
resultados também confirmam a hipotese de que a expressdo constitutiva apresentada pelo
operon fixABCX na auséncia de NifA (resultados obtidos antes das mutagdes — Tabela 4) eram
devidos ao reconhecimento de um outro elemento promotor por parte da RNA-polimerase da
bactéria E. coli. Também ndo foi detectada perda de fungdo de IHF apods a substituigdo dos
nucleotideos durante a mutagénese.

A presenga de um promotor dependente de sigma 70, detectada através de sua atividade,
devera ser comprovada no organismo original, A. brasilense. Somente desta maneira se podera

concluir se este promotor ¢é realmente funcional.
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A diferenga entre os niveis de transcri¢do nas construgdes pMCptixmut + pCK3 e pMCH

.+ pCK3 (Tabela 5) pode ser justificada pela maior eficiéncia do promotor dos genes nif

estruturais (nifHDK). Resultados semelhantes foram encontrados quando o promotor do gene
nifE fo1 comparado com o do nifH (POTRICH et al., 2001).
Estudos especificos, através de delegdes de determinadas regides, serdo realizados a fim

de elucidar a funcionalidade das 3 seqiiéncias UAS’s encontradas na regido promotora estudada.

4.2 Funcio daé proteinas FixABCX de A. brasilense

As seqiiéncias de aminoacidos das proteinas FixABCX de A. brasilense apresentaram
alto grau de homologia com proteinas FixABCX de outras bactérias diazotroficas (figuras 16, 17,
18 e 19). Estes polipeptideos também apresentaram similaridade com proteinas pertencentes a
uma familia de flavoproteinas transportadoras de elétrons (ETF’s), conforme mostrado nas
figuras 20, 21, 22 e 23. Sdo dois os componentes desta familia: a ETFap, heterodimero de duas
sub-unidades (alfa e beta); e a proteina ETFQO-ubiquinona oxiredutase. Ambas sao
ﬂavoprqteinas com cofator flavina adenina dinucleotideo (FAD) ligado a apoproteina, sendo que
a ETFQO-ubiquinona oxiredutase ainda possui um centro de oxiredugdo 4Fe-4S na sua estrutura.
A distribui¢do desta familia ¢ bastante ampla, sendo encontrada tanto em procariotos, como nas
bactérias ancestrais Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum e Megasphaera elsdenii,
nas bacténas diazotroficas Bradyrhizobium japonicum e Sinorhizobium meliloti, bem como em
eucariotos, como ratos, suinos, vermes € humanos, onde este sistema tem localizacdo
mitocondrial (WEIDENHAUPT et al., 1996; TSAI & SAIER, 1995).

A fungdo desempenhada pelo sistema ETF ¢ a de transferéncia de elétrons provenientes
de desidrogenases primarias, principalmente relacionadas a via B-oxidativa dos acidos graxos,
para a cadeia respiratoria. Em mamiferos, sdo varias as desidrogenases que vdo atuar como
doadoras de elétrons para o sistema ETFap-ETFQO, entre elas, as diversas AcilCoA
desidrogenases, especificas do catabolismo de aminoacidos. Sendo assim, a ETFaf localizada na
matriz mitocondrial, vai ser reduzida pela agdo de 2 elétrons provenientes destas desidrogenases,
transferindo esses elétrons adiante para a proteina transmembrana ETFQO-ubiquinona

oxiredutase. Esta, no seu centro 4Fe-4S, vai reduzir o componente ubiquinona, convertendo-o



em ubiquinol. O ubiquinol resultante levara os elétrons para seu destino final na cadeia
respiratoria no Complexo IlI-ubiquinol-citocromo C-oxiredutase (ROBERTS et al., 1996).

As similaridades encontradas ocorrem entre o produto do gene fixA4 e a sub-unidade 3 da
proteina ETFap; o produto do gene fixB e a sub-unidade o desta mesma proteina; e as proteinas
FixC e FixX que, juntas, apresentam similaridade com toda a extensdo da ETFQO-ubiquinona
oxiredutase. Tal semelhanga permite a inser¢do dos polipeptideos FixABCX dentro desta grande
familia de flavoproteinas transportadoras de elétrons.

WEIDENHAUPT et al. (1996) desenvolveram uma organizagio filogenética baseada na
similaridade das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas desta familia. Dividiram as ETF’s em
2 grupos. O grupo | ¢ formado pelas ETF’s tradicionalmente relacionadas a transferéncia de
elétrons da via B-oxidativa, ou outro processo catabolico como dos aminoacidos, para a cadeia
respiratoria. Os elementos deste grupo possuem um nivel de similaridade entre si de cerca de
50% e sdo constitutivamente expressos, devido a sua importante fung@o no processo catabdlico
geral. Como representantes tem-se a ETFap-ETFQO humana, de Paracoccus denitrificans e de
Rattus norvegicus.

O grupo II refere-se as ETF’s com grau menor de identidade, aproximadamente 30%,
com as ftradicionais do grupo [. Pertencentes a este grupo sdo a ETFaf-ETFQO de
Methylotrophic bacterium W3A1, YaaQRST de E. coli e as proteinas codificadas pelos genes
JixABCX de diversas bactérias diazotroficas. As proteinas do grupo II possuem a caracteristica de
serem expressas somente em condigdes especificas e de receberem elétrons de desidrogenases
também especificas. A ETFaB-ETFQO de Methylotrophic bacterium W3Al ¢é expressa quando a
bactéria se multiplica em. meio de cultura contendo trimetilamina como fonte de carbono,
recebendo elétrons da trimetilamina desidrogenase (CHEN & SWENSON, 1994). Os genes
yaaQRST também possuem especificidade de expressdo, sendo induzidos em presenga de
carnitina ¢ anaerobiose. Seu doador de elétrons seria a crotonobetaina redutase, que converte a
crotonobetaina em y-butirobetaina (EICHLER et al., 1995; EICHLER et al., 1996; WALT &
KAHN, 2002). Da mesma forma, os genes de fixagdo do nitrogénio somente s30 €Xpressos em
condi¢des especificas de microaerofilia e deficiéncia de amdnia, embora ainda ndo se conhega
nenhuma desidrogenase doadora para o sistema FixABCX.

Os membros da grande familia ETF melhor pesquisados até o momento sdo a ETFaf

humana e de Paracoccus denitrificans, que ja tiveram suas estruturas tridimensionais
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desvendadas por estudos de cristalografia de raios X. A ETFap humana € estruturada em um

heterodimero composto por 3 dominios, onde o primeiro € o0 segundo correspondem,
respectivamente, a parte N-terminal e C-terminal da sub-unidade o, enquanto que o 3° dominio ¢
formado pela sub-unidade 3 (ROBERTS et al., 1996).

O sitio de ligagdo ao FAD encontra-se em uma fenda entre as sub-unidades B e «, sendo
que a maior parte dos residuos de aminoacidos implicados na ligagdo ao cofator flavinico
pertencem 4 regido C-terminal da sub-unidade a. Esta regido possui alto grau de conservagdo
entre 0s membros da grande familia ETF, inclusive em FixB de A. brasilense, como mostrado na
figura 21, nas posigdes 241/244 (GKGL); 266/270 (VGVTR); 283/289 (QVGQTGK); 300/311
(GISGAIQHRVGM); 317/323 (ILAINTD); 326/329 (APIF) e 335/337 (GLV). Os aminoacidos
diretamente 1mplicados na ligagdo ao anel isoaloxazinico do FAD sdo os que possuem maior
grau de consefvagﬁo. Sado eles os residuos R270, Q283, V284 Q286, T287 ¢ H307, todos
presentes em FixB de A. brasilense Sp7. A treonina na posigdo 287 ¢ de extrema importancia,
pois a doenga chamada acidiria glutarica tipo II, uma doenga genética relacionada ao sistema
ETFaB-ETFQO, ¢ provocada por uma mutagio nesta posi¢do, afetando a reagdo oxidativa entre
os dois componentes do sistema (ROBERTS et al., 1996). Devido a conservagao desta regido C-
terminal da sub-unidade o, TSAI & SAIER (1995) propuseram a defini¢do de uma seqiiéncia
“tipica” da familia. Esta seqiéncia compreende 0S aminoacidos:
PX[L,LV]Y[L,LVIAXGISGX[L,ILVIQHX,G, e se encaixa perfeitamente na seqiiéncia
encontrada em FixB de A brasilense na figura 21, nas posigdes 293/310:
PKLYIAAGISGAIQHRVG.

A sub-unidade B da ETF humana e de Paracoccus denitrificans possui pelo menos duas
regides a serem consideradas. Uma delas, os 89 primeiros aminoacidos da regido N-terminal,
pode estar relacionada ao contato com a proteina ETFQO-ubiquinona oxiredutase, componente
seguinte do sistema (ROBERTS ez al., 1999). A proteina FixA de A. brasilense possui bom nivel
de homologia na sua regido N-terminal com a mesma regido da sub-unidade 3 das ETF’s (figura
20). Na sub-unidade B da ETFaf3 humana, alguns resfduos de aminoacidos estdo envolvidos na
ligagdo ao AMP. Os aminoacidos implicados neste contato estdo localizados nas posi¢des
128/147 e correspondem a seqiiéncia GKQAIDDDCNQTGQMTAGFL, sendo que os residuos
sublinhados estdo diretamente relacionados ao contato com o AMP. Outras ETF’s mais

ancestrais, como a pertencente a bactéria Megasphaera elsdenii, ndo ligam AMP a sua sub-
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unidade B, mas possuem afinidade por dinucleotideo como NADH ou até FAD (O’NEILL et al.,
1998). A seqiiéncia de aminoacidos encontrada nesta regido em M. elsdenii compreende os
residuos GKQAIDGDTAQVGPQIACEL, parcialmente conservada entre os polipeptideos FixA
dos diazotroficos, incluindo A.  brasilense Sp7, que possui a  seqiiéncia
GKQTVDGDTAQVGPGIATRL. Isto sugere a possivel existéncia de um centro de oxiredugdo
na proteina FixA, contendo um dinucleotideo, possivelmente NADH, sugerindo um parentesco
dos genes fixAB com estas ETF’s mais antigas (GROSS, 1999). TSAI & SAIER (1995)
propuseram uma seqii€ncia “tipica” da sub-unidade [, correspondente aos aminoacidos:
VXRX;[E,DIXG[E,QIX[L,LVIX;LP[C,A][L,ILV],, diferindo em apenas um aminoacido da
seqiiéncia encontrada em A. hrasilense: VHRRSEGGVQVLKTALPCMI.

Os trés dominios que formam o corpo da proteina ETFa} sdo relativamente conservados,
enquanto que regides menos relevantes, como a cadeia polipeptidica de fun¢do meramente
conectiva entre os dominios I e II, ndo sdo conservadas (ROBERTS er al., 1999). Estas
evidéncias indicam que as proteinas FixA e FixB formam um heterodimero com um centro de
oxiredugdo contendo um cofator FAD na regido C-terminal de FixB e outro possivel sitio de
ligagdo a dinucleotideo, supostamente NADH, localizado na regido central de FixA, exercendo
também um papel oxiredutivo na transferéncia de elétrons no sistema FixABCX.

As proteinas FixC e FixX, por sua vez, possuem homologia com a proteina ETFQO-
ubiquinona oxiredutase. Esta proteina € descrita como estando ancorada a membrana
mitocondrial dos mamiferos, recebendo elétrons da ETFaf e repassando-os para o carreador
ubiquinona. Dois cofatores de oxiredugdo estido relacionados a atividade da ETFQO. Um
componente flavina adenina dinucleotideo, que interagiria com o FADH, da ETFaf, sendo
reduzido por este; ¢ um centro 4Fe-4S responsavel por repassar os elétrons provenientes do
primeiro FAD para a ubiquinona (WEIDENHAUPT et al., 1996).

Embora tenha-se um menor conhecimento relativo a proteina ETFQO em comparagdo ao
componente ETFaf3, € possivel, através da comparagdo da seqtiéncia de aminoacidos, propor a
fun¢do de determinadas regides especificas. Duas destas éeriam candidatas a ligagdo ao FAD. A
primeira encontra-se na regido N-terminal da proteina, estendendo-se do residuo D70 até A84
(figura 22), apresentando a estrutura tipica GXGXXG (posigoes 75/80), ligante ao AMP do
FAD. Esta mesma estrutura também esta presente na regido N-terminal dos polipeptideos FixC

de diversas bactérias diazotroficas, inclusive em A. brasilense Sp7, como mostrado na figura 22.

57



Um outro proposto sitio de interagdo com o AMP do FAD comegaria na posi¢gdo E150 da
ETFQO humana, mas esta regido ndo encontra similaridade com qualquer das proteinas FixC
diazotréficas (GOODMAN et al., 1994).

A regido C-terminal da proteina ETFQO possui um centro 4Fe-4S, representado pelo
motivo de 3 cisteinas CXXCXXC, encontrado nas posigdes 610/616 da figura 23 (GOODMAN
et al., 1994). Normalmente, estes centros de oxiredugdo possuem ainda uma quarta cisteina
distanciada do agrupamento descrito, como é o caso da ETFQO que possui esta cisteina
localizada na posigdo 584, fazendo parte da seqiiéncia caracteristica CPA. As proteinas FixX dos
organismos diazotroficos, entre eles A. brasilense, apresentam o grupamento CXXCXXC na sua
por¢do C-terminal e a seqiiéncia CPA distanciada das 3 cisteinas. Portanto, estas evidéncias
sugerem que o ultimo componente do sistema FixABCX seja uma proteina 4Fe-4S.

Os dois componentes, FixC e FixX de A. brasilense, juntos, teriam uma estrutura
semelhante 8 ETFQO-ubiquinona oxiredutase (GOODMAN et al., 1994; WEIDENHAUPT et
al., 1996).

Existe, portanto, uma nitida correlagdo entre a cadeia ETFaf-ETFQO e o sistema
diazotrofico FixABCX, o que leva a sugestdo de que estas proteinas desempenham uma fungdo

de transporte de elétrons no processo de fixagdo biologica do nitrogénio.
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